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ABSTRACT 
The ability of protists to host some bacterial pathogens such as Legionella, which 
have developed resistance mechanisms to escape phagocytosis and/or digestion 
by protists, it is well known, while some studies suggest that protists may have a 
possible role as occasional hosts for viruses. In waste water treatment plants this 
mechanism could be a possible cause of the virus resistance to disinfection.  
The aim of this study was to investigate, in both experimental and field conditions, 
a possible interaction in the environment between human viruses and protozoa. 
The research was carried out in different phases: the first step has been the 
research of enteric viruses in the aquatic environment, and their resistance to 
disinfection treatments, by monitoring raw sewages, treated effluents and 
shellfishes with biomolecular and cultural tests. Results evidenced that 
adenoviruses (HAdv) was the more present virus in environment and more 
resistant to treatments. Adenoviruses was always present in sewages at the 
entrance and at the exit of the plant with an abatement rate of about 2 Logs, 
besides was also found in depurated shellfish, so it was chosen for the infection 
experimental phases of the study.   
In a second preliminary phase protist strains isolated from marine and fresh 
waters, besides algae used as food were analyzed with biomolecular tests for 
HAdv, enterovirus, rotavirus, hepatitis A virus, norovirus GGI and GGII presence. 
Results showed the absence of human viruses in the tested strains, except HAdv 
whose genome was found in 2 strains (RoM8 and CoMa6) and in the algae. None 
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of the tested samples showed cytopathic effect, but the PCR performed on cell 
lysates resulted positive, indicating the virus infectivity. 
Before the start of the experimental tests two possible methods to be used to detect 
the possible presence of enteric viruses in protists were tested: PCR and 
immunofluorescence (IF). The use of PCR has proved to be failure because of 
difficult to completely eliminate the virus from the culture medium and then 
proceed to the analysis of the cell, immunofluorescence instead gave good results 
and was therefore chosen for further investigations. 
Successively it was carried out the experimental infection phases: a strain of the 
protozoan ciliate Euplotes octocarinatus testing negative for HAdv was chosen for 
experimental infection with Adenovirus Type 2 and maintained in contact for 
variable times (5, 15, 30, 45 min, 1, 3, 6, 24, 48, 72 h and 7, 10, 45, 105 days). After 4 
washes followed by centrifugation, the samples were then analyzed by direct 
immunofluorescence (IF) in more replicates. Subsequently to evaluate if virus can 
survive inside the cells, after 1 h of incubation, Euplotes cells were centrifuged and 
pellets were washed four times in order to remove unadsorbed virus, suspended 
in mineral water and maintained at room temperature for various lengths of time 
(24, 72 h and 7, 8, 11, 14, 16 days) before IF analysis. The microscopic observation 
showed that viruses enter the protozoa after a contact of 15 minutes and was then 
visible in most cells during the subsequent contact times. The fluorescence within 
protozoa appears localize mostly in the cytoplasm below the macronucleus 
presumably within the digestive vacuoles, because the cells contain pockets of 
fluorescence that had the approximate size, shape and localization of food 
vacuoles. Besides the results of the survival of HAdv in Euplotes cultures showed 
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that, the viruses remained inside the cells until at least 35 days postinfection with a 
gradual reduction in the number of fluorescent cells, in particular from 21 days.  
Finally, to study the interactions between protozoa and HAdv in field conditions, 
wild protists were isolated from active sludges and submitted to IF for HAdv 
detection. These protists showed a diffuse IF, probably due to the surface 
absorption of HAdv confirming the interaction between protists and 
adenoviruses. 
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1. INTRODUZIONE 
1.1 Virus enterici  
I virus enterici sono microrganismi patogeni veicolati dalle acque, direttamente o 
indirettamente influenzate da contaminazione fecale umana e/o animale, e per 
questo motivo sono spesso associati ad epidemie di origine idrica (Cao et al., 2009; 
Domènech-Sanchez et al., 2009; Kvitsand et al., 2010; Räsänen et al, 2010; Scarcella 
et al., 2009; Ter Waarbeek et al., 2010).  
Essi comprendono più di 140 tipi, tra cui i più noti appartengono alle famiglie 
Picornaviridae (poliovirus, enterovirus, coxsakieviruses, virus dell'epatite A, e 
echoviruses), Adenoviridae (adenovirus), Caliciviridae (norovirus, calicivirus, 
astrovirus, e small round-structured virus), e Reoviridae (reoviruses e rotavirus) 
(Tabella 1.1) (Fong e Lipp 2005). Posseggono DNA o RNA a singolo o doppio 
filamento ed un capside proteico privo del rivestimento membranoso 
pericapsidico che li rende particolarmente resistenti nell’ambiente esterno dove 
possono sopravvivere a lungo (Abad et al., 1997; Carducci et al., 1996; Enriquez et 
al., 1995; Koopmans e Duizer 2004; Payment, 1998). La presenza di cariche 
elettriche sul capside permette ai virus di adsorbirsi alle particelle colloidali in 
sospensione nel mezzo idrico, o al biofilm che si forma nelle vasche o tubature: 
questo legame contribuisce a ridurre l’efficacia dei trattamenti di disinfezione, 
aumentando la probabilità di sopravvivenza dei virus.  
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FAMIGLIA GENERE SPECIE 
MALATTIE 
ASSOCIATE 
DIMENSIONI 
(nm) 
GENOMA 
Enterovirus Poliovirus 
Poliomielite paralitica, 
meningite asettica… 30 ssRNA 
Enterovirus Coxackievirus A 
Meningite asettica, 
encefalite 
30 ssRNA 
Enterovirus Coxackievirus B 
Meningite asettica, 
endocardite, 
pericardite acuta 
30 ssRNA 
Enterovirus Echovirus 
Meningite asettica, 
gastroenterite acuta 
30 ssRNA 
Enterovirus 
Enterovirus 
68-71 
Affezioni respiratorie 
acute 30 ssRNA 
Picornaviridae 
Hepatovirus HAV Epatite virale A 30 ssRNA 
Hepeviridae Hepevirus HEV Epatite virale E 30 ssRNA 
Caliciviridae Norovirus, Sapovirus NLV,SLV 
Diarrea, vomito, 
gastroenteriti acute 
epidemiche 
31-35 ssRNA 
Rotavirus Rotavirus 
Diarrea infantile, 
vomito 70 dsRNA Reoviridae 
Orthoreovirus Reovirus Non accertata 75-80 dsRNA 
Adenoviridae Mastoadenovirus Adenovirus 
Affezioni respiratorie, 
congiuntivite 
epidemica, 
gastroenteriti (tipo 40-
41) 
60-90 dsDNA 
Astroviridae Astrovirus Astrovirus Diarree infantili 28 ssRNA 
Coronaviridae Coronavirus 
HCov-229E 
HCov-OC43 
SARS-HCov 
Affezioni respiratorie, 
polmonite atipica, 
gastroenteriti 
80-130 ssRNA 
 
Tabella. 1.1: Virus enterici 
 
La sintomatologia sostenuta da questi microrganismi è spesso a carico 
dell’apparato digerente (gastroenteriti acute), ma alcuni si moltiplicano in sedi 
secondarie diverse con decorso spesso più grave (meningite, endocardite, 
setticemie, diabete, polmonite, epatite, ecc); inoltre, l’infezione può decorrere in 
forma asintomatica e ciò ne favorisce la diffusione nella popolazione. 
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Questi virus sono rilasciati nell’ambiente in concentrazioni elevate e per lunghi 
periodi di tempo con le feci di persone o animali infetti, arrivando fino a 1010 
particelle infettive per grammo di feci. Essi hanno una bassa dose infettante: 
generalmente variabile tra 1 e 10 PFU (unità formanti placca) (Leclerc et al., 2002) 
(Ward e Akin, 1984), per cui il rischio d’infezione da virus presenti in acqua risulta 
molto più alto di quello per i batteri allo stesso livello di esposizione, da 10 a 10000 
volte secondo uno studio di Rose e Gerba del 1991.  
La trasmissione è oro-fecale ed il principale veicolo sono le acque contaminate da 
scarichi fecali che vengono riversati nell’ambiente (Figura 1.1). Dopo escrezione 
con le feci e allontanamento tramite i collettori delle acque reflue, i virus enterici 
possono essere dispersi nell’ambiente (Block e Schwartzbrod, 1989): la loro 
                                                                                                                              Introduzione 
 7 
presenza è stata rilevata sia nei liquami grezzi che nelle acque in uscita degli 
impianti di depurazione, dimostrando l’inefficienza dei trattamenti nel ridurre la 
carica virale (Carducci et al., 2008; Carducci et al., 2009). 
In seguito alla contaminazione delle acque superficiali, i molluschi sono diventati 
una tra le maggiori cause di infezioni epatiche (Chironna et al., 2002; Halliday et 
al., 1991; Macalauso et al., 2006), in quanto filtrando grandi quantità d’acqua (fino 
ad 1,5 litri di acqua in 1 ora a 14°C) concentrano le particelle virali a livello 
dell’epatopancreas (Metcalf et al., 1995; Romalde et al., 1994), con livelli dei virus 
enterici 100-1000 volte maggiori rispetto alle concentrazioni presenti nelle acque 
circostanti (Carter et al., 2005). La contaminazione virale dei mitili è ampiamente 
documentata in letteratura (Croci et al., 2000; Le Guyader et al., 2000; Muniain-
Mujika et al., 2000a; Pina et al., 1998), così come gli scoppi epidemici di norovirus e 
HAV causati dal consumo di mitili e ostriche contaminate da acque reflue 
(Elsaadanny et al., 2002; Kingsley et al., 2002; Macalauso et al., 2006; Shieh et al., 
2003). La cottura non rappresenta sempre un fattore di protezione, poiché 
numerose epidemie si sono registrate anche dopo il consumo di molluschi cotti 
(Miossec et al., 2001). 
Tra i virus enterici, gli adenovirus e i norovirus assumono particolare importanza 
per la salute pubblica (Mena e Gerba, 2009) e negli ultimi anni stanno destando un 
crescente interesse in campo ambientale, la comunità europea ha di recente 
finanziato il progetto VIROBATHE per una stima della diffusione degli 
adenovirus e norovirus nelle acque di balneazione, per una proposta di revisione 
delle normative comunitarie in materia di balneazione (Wyn-Jones et al., 2010). 
 
                                                                                                                              Introduzione 
 8 
1.1.1 Adenovirus 
Gli adenovirus sono stati scoperti e isolati nel 1953 osservando l’effetto citopatico 
da essi provocato in colture di adenoidi umane (da cui il nome del virus). 
Adenovirus è un virus a DNA lineare a doppio filamento privo di pericapside, 
presenta un capside di simmetria icosaedrica formato da 252 capsomeri poligonali 
(240 esoni costituiscono le facce e i lati di triangoli equilateri e 12 pentoni 
costituiscono i vertici) e con un diametro variabile da 60 a 90 nm.  Gli adenovirus 
sono molto diffusi in natura: infettano uccelli, mammiferi, rettili e anfibi e ad oggi 
se ne conoscono almeno 51 sierotipi, suddivisi in  almeno 6 sottogruppi (da A ad 
F), che sono stati identificati come patogeni per l’uomo. I sottogruppi A-E 
crescono facilmente in colture cellulari, ma i sierotipi 40 e 41 sono esigenti e 
crescono con difficoltà. L’identificazione di questi sierotipi in campioni ambientali 
è generalmente effettuata tramite PCR con o senza amplificazione iniziale su 
colture cellulari.  
Gli adenovirus sono responsabili di un ampio spettro di forme cliniche che, 
sebbene nella maggior parte dei casi si risolvano spontaneamente, possono dare 
forme assai gravi o letali nei bambini e nei pazienti immunocompromessi. Le 
patologie da adenovirus colpiscono principalmente: 
• il tratto respiratorio  (farinigiti, malattie respiratorie acute e polmoniti)  
• l’apparato visivo  (congiuntiviti, cheratocongiuntiviti) 
• l’apparato gastrointestinale 
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La maggior parte di essi quindi causa malattie respiratorie, tranne i tipi 40 e 41 
responsabili di sindromi gastrointestinali (Enriquez et al., 1995) e tra i principali 
agenti eziologici di  gastroenteriti soprattutto nei bambini fino a 5 anni (Anderson, 
2010). Studi condotti in Ungheria, analizzando quasi 3000 campioni fecali di 
pazienti di età inferiore a 15 anni, durante il periodo 2003-2006, hanno indicato 
adenovirus responsabile del 8,1% dei casi ospedalieri di gastroenteriti: adenovirus 
41 è risultato il sierotipo maggiormente ritrovato seguito dai sierotipi 2, 40, 31 e 1 
(Banyai et al., 2009). Soltanto negli Stati Uniti questo virus è responsabile del 5-20% 
dei ricoveri ospedalieri per diarrea di bambini sotto i 2 anni. Molti individui sono 
infettati prima di raggiungere i 20 anni di età, mentre solamente il 20% dei 
bambini sotto i 6 mesi mostra anticorpi per adenovirus; entro l’età di 3 anni si 
rileva presenza di anticorpi almeno nel 50% dei soggetti analizzati (Carter, 2005). 
Sebbene raramente gli adenovirus possano causare anche infezioni importanti 
come epatiti, nefriti, miocarditi, meningoencefaliti, sierotipi particolarmente 
virulenti, come per esempio il 14, sono stati responsabili negli ultimi anni di 
numerosi decessi negli USA (CDC, 2007) ed nel Sudest Alaska (Esposito et al., 
2010).  
Adenovirus 36 è stato recentemente associato all’obesità umana e degli animali: in 
base agli studi effettuati sembra sussistere correlazione positiva tra grasso 
corporeo e presenza di anticorpi contro adenovirus 36 nel sangue (Augustus et al., 
2005; Gabbert et al., 2010; Na et al., 2010). Gli anticorpi contro adenovirus 36 sono 
stati ritrovati nel 30% degli esseri umani obesi e nell’11% delle persone normopeso 
(Atkinson, 2007). Precedenti ricerche hanno dimostrato che polli, topi e scimmie 
iniettati con simili tipi di virus mostrano un aumento di peso statisticamente 
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significativo (Atkinson, 2007; Dhurandhar et al., 2000). Uno studio recente 
suggerisce che adenovirus 36 diminuisca l'ossidazione degli acidi grassi e aumenti 
la liponeogenesi in colture primarie di cellule di muscolo scheletrico umano 
(Wang et al., 2010).  
Le infezioni da adenovirus possono ricorrere durante tutto l’anno e il periodo di 
incubazione del virus è generalmente minore di 10 giorni ma può arrivare anche a 
24 giorni (Wold e Horwitz, 2007). La trasmissione include la via oro-fecale e 
l’inalazione di aerosol; in seguito ad infezioni acute, alcuni sierotipi (adenovirus 1, 
2, 5) vengono escreti per lunghi periodi in feci, urine e secrezioni respiratorie delle 
persone infette contribuendo alla diffusione endemica del virus ai gruppi 
suscettibili. Gli adenovirus escreti in gran numero nelle feci umane vengono 
ritrovati nelle acque di scarico, nelle acque depurate e in quelle potabili in tutto il 
mondo (Jiang et al., 2006; Petrinca et al., 2010; Verheyen et al., 2009). Anche i ceppi 
respiratori vengono escreti con le feci (Fong e Lipp, 2005), sebbene in numero 
minore rispetto agli adenovirus enterici 40 e 41 che raggiungono concentrazioni di 
circa 106- 108 per ml. Gli adenovirus 5 sono spesso ritrovati in ambienti acquatici 
(Lee et al., 2002; Tani et al,. 1995) e i sierotipi 12, 2 e 3 sono stati spesso isolati da 
liquami (Fong et al., 2010). Nonostante i sierotipi 40 e 41 siano una delle principali 
cause di gastroenterite in tutto il mondo, in particolare nei paesi in via di sviluppo, 
si sa poco sulla loro prevalenza nelle acque. Chapron et al. (2000) ha trovato che su 
29 campioni di acque superficiali il 38% sono risultati positivi per adenovirus 40 e 
41, e Rigotto et al. (2010) dopo aver analizzato vari tipi di acque in Brasile, riporta 
che adenovirus risulta il virus più diffuso (64,2%).  
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Gli adenovirus sono resistenti ai trattamenti di depurazione cui sono sottoposte le 
acque, sono stati isolati frequentemente sia nei liquami grezzi che depurati, dove 
risultano i virus maggiormente presenti (Carducci et al., 2009; La Rosa et al., 2010; 
Schlindwein et al., 2010). Uno studio svoltosi in Norvegia su impianti di 
trattamento di liquami al fine di valutare l’efficacia dei trattamenti stessi ha 
individuato adenovirus nel 96% dei campioni in entrata e nel 94% dei campioni in 
uscita (Myrmel et al., 2006). Studi hanno mostrato che gli adenovirus possono 
sopravvivere più a lungo nelle acque rispetto agli enterovirus, al virus dell’epatite 
A e ai rotavirus (Tabella 1.2) (Enriquez et al., 1995), sono almeno 60 volte più 
resistenti alla radiazione ultravioletta rispetto ai virus enterici ad RNA (Thurston-
Enriquez et al., 2003; Gerba, 2002) e, nei liquami grezzi alla temperatura di 15°C, 
adenovirus 40 e 41 sopravvivono rispettivamente per 40 e 43 giorni 
rispettivamente (Enriquez et al., 1995).  
 
 Tasso di riduzione (in giorni) 
Tipo di virus Acqua di mare Acqua di fiume 
Adenovirus 40, 41a 1 Log in 40 giorni 3,2 Log in 60 giorni, 1Log in 40 giorni 
Enterovirus 1 Log in 4 giornib 1 Log in 2 giornic 
Virus dell’epatite Ad 2 Log in 28 giorni Acqua di estuario: 2 Log in 28 giorni 
Rotaviruse Bovine rotavirus  decade 0,5 Log al giorno 
Virus del gruppo A: 2 
Log >64 giorni in acqua 
potabile o 10 giorni in 
acqua di fiume; virus del 
gruppo B: 3,2 Log in 60 
giorni 
a Enriquez et al., 1995; b Bitton, 1978; c O’Brein e Newman, 1977; d Sorse et al., 1988; e Loisy et al., 
2004; Terrett et al., 1987; Vondefecht et al., 1986. 
 
Tabella 1.2: Sopravvivenza dei virus enterici in acqua di mare e di fiume 
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La maggior resistenza mostrata dagli adenovirus enterici potrebbe essere associata 
alla natura del loro DNA a doppia elica, che anche se danneggiato potrebbe essere 
comunque riparato dai sistemi di riparazione del DNA della cellula ospite 
infettata (Bernstein e Bernstein, 1991).  
 
1.1.2 Norovirus 
I norovirus (NoV), noti in passato come “Small Round Structured Viruses” 
(SRSV), costituiscono uno dei quattro generi della famiglia delle Caliciviridae, virus 
piccoli e privi d’involucro, con genoma ad RNA, di forma rotondeggiante 
leggermente allungata (27-35 nm) così chiamati per la singolare forma a coppa del 
capside. Sono stati isolati per la prima volta in seguito ad una epidemia di 
gastroenterite nella città di Norwalk, in Ohio, e sebbene i campioni fecali fossero 
stati prelevati nel 1968, i virus furono identificati chiaramente solo nel 1972 in 
seguito all’uso di anticorpi specifici (Kapikian et al., 1992). Attualmente, se ne 
conoscono circa 30 genotipi diversi, suddivisi in 5 genogruppi: tre genogruppi (I, 
II, IV) infettano l’uomo, mentre i virus di genogruppo III sono tipicamente bovini 
ed il genogruppo V è infettivo per il topo. Anche se i ceppi di norovirus appaiono 
altamente specie-specifici, alcuni recenti dati lasciano ipotizzare l’esistenza di 
possibili serbatoi animali, tra cui il suino (Zheng et al., 2006). 
La trasmissione del virus è oro-fecale ed avviene per via diretta, da persona a 
persona, attraverso il contatto con le feci ed il vomito dei malati o per via indiretta 
mediante acqua, superfici o alimenti contaminati (frutti di mare, vegetali e frutti di 
bosco). La malattia causata da norovirus comincia in modo acuto, dopo un 
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periodo d’incubazione variabile da 15 a 48 ore, con conati di vomito a getto, 
seguiti o accompagnati da diarrea, normalmente non è presente alcun sintomo 
generale (febbre, ecc.). Solitamente la malattia si risolve spontaneamente nel giro 
di 15-48 ore, il virus tuttavia può ancora essere evidenziato nelle feci per un 
periodo da una a due settimane ed il rischio di trasmissione persiste almeno 48 ore 
dopo la scomparsa dei sintomi clinici. La malattia mostra variazioni stagionali, con 
picchi epidemici tra dicembre e febbraio, la dose infettante minima è molto bassa 
(da 10 a 100 particelle virali), inoltre il virus resiste a temperature superiori a 60°C 
ed inferiori a 0°C, a concentrazioni di cloro fino a 100 ppm e ad altri disinfettanti. 
(Koopmans e Duizer, 2004). Questi fattori rendono norovirus estremamente 
contagioso, soprattutto nelle comunità, come ospedali e scuole, con notevoli costi 
sanitari. Per queste caratteristiche i norovirus costituiscono una problematica 
sanitaria in continua espansione e sono considerati come patogeni emergenti 
poiché non contemplati nelle direttive nazionali ed europee. I norovirus non sono 
coltivabili su cellule per cui il metodo diagnostico di scelta attualmente più 
utilizzato è la “Reverse Transcriptase PCR” (RT-PCR), anche se sono ad oggi 
disponibili alcuni kit immunoenzimatici ed immunocromatografici per la ricerca 
del virus nelle feci. I campioni ambientali ed alimentari, avendo solitamente una 
bassa carica virale rispetto alle feci, sono unicamente sottoposti ad RT-PCR 
qualitativa e/o quantitativa. In aggiunta ad una sensibilità superiore, la diagnosi 
molecolare mediante PCR e sequenziamento consente la determinazione del 
genotipo del ceppo, informazione spesso indispensabile per stabilire il nesso di 
causalità tra epidemie e veicoli d’infezione, specialmente quelli alimentari.  
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I primers solitamente utilizzati per la ricerca di norovirus delimitano regioni 
appartenenti al gene della RNA polimerasi (Open Reading Frame 1) (Vennema et 
al., 2002; Vinjé et al., 2004; Vinjé e Koopmans, 1996) ed al gene per la proteina del 
capside (ORF2) (Gallimore et al., 2005; Kageyama et al., 2003; Kojima et al., 2002; 
Schultz et al., 2007): entrambe sono regioni del genoma sufficientemente 
conservate (Koopmans e Duizer, 2004; Ministero della Salute, 2007).  
Tra gli alimenti maggiormente coinvolti nella trasmissione di norovirus troviamo i 
molluschi eduli lamellibranchi bivalvi (MEL), soprattutto per il modo in cui 
vengono abitualmente consumati: essi infatti non vengono eviscerati, per cui non 
sono eliminati i virus eventualmente associati all’apparato digerente, e spesso 
vengono mangiati crudi o cotti solo all’apertura delle valve, il che accade dopo 
appena un minuto di cottura a vapore; occorrono invece almeno 3 minuti di 
bollitura per raggiungere una temperatura interna adatta all’inattivazione dei 
virus (Hewitt e Greening, 2006). La cottura di per sè non rappresenta sempre un 
fattore di protezione assoluto poiché se non effettuata in modo corretto potrebbe 
non disattivare completamente i virus che avendo una bassa dose infettante, 
possono causare malattia anche attraverso una contaminazione residua limitata 
nell’alimento (Baert et al., 2009a).  
La contaminazione virale dei mitili è ampiamente documentata in letteratura 
(Iizuka et al., 2010; Le Guyader et al., 2000; Muniain-Mujika et al., 2000b; Suffredini 
et al., 2008; Terio et al., 2010) e rappresenta un rischio elevato per la salute 
dell’uomo, in quanto i virus rispetto ai batteri sono maggiormente resistenti ai 
trattamenti di disinfezione e spesso, essendo i sintomi gastrointestinali di lieve 
entità, i casi presenti nella popolazione sono sottostimati. Inoltre, studi 
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sperimentali sulla contaminazione virale dei molluschi hanno mostrato che dopo 
la filtrazione da parte dei mitili, i virus persistono nello stomaco e nel diverticolo 
digestivo (Metcalf et al., 1980; Schwab et al., 1998).  
Numerose epidemie legate al consumo di mitili, prima degli anni ’90, avevano 
origine sconosciuta; successivamente grazie allo sviluppo delle tecniche di 
biologia molecolare, i norovirus (Ando et al., 1995; Green et al., 1998; Henshilwood 
et al., 1998; Kingsley et al., 2002;) sono stati riconosciuti come la principale causa di 
malattie virali legate al consumo di molluschi (Koopmans e Duizer 2004; Parashar 
et al., 2001).  
È stato stimato che la percentuale di epidemie associate a frutti di mare negli Stati 
Uniti e in Australia è di circa il 10-20% del totale, ma questa percentuale aumenta 
al 70% nei paesi in cui il consumo di pesce è maggiore, come il Giappone, o dove i 
frutti di mare vengono consumati crudi (Lees, 2000). Anche in Europa le infezioni 
da norovirus sono tra le più importanti cause di gastroenterite negli adulti ed i 
molluschi bivalvi sono ritenuti responsabili del 17,5% delle epidemie di norovirus 
trasmesse dagli alimenti avvenute a livello internazionale nel periodo 2000-2007 
(Baert et al., 2009b). In Italia, la reale incidenza di questo tipo di patologia non è 
nota, per la mancanza di un sistema di sorveglianza. La prima epidemia riportata 
di gastroenterite da norovirus associata al consumo di frutti di mare si è verificata 
nell’aprile 2002 in un ristorante in provincia di  Bari. La malattia ha riguardato 103 
persone, di cui 22 erano probabili casi secondari. (Prato et al., 2004). Nel dicembre 
2002, diversi cluster di casi di gastroenterite da norovirus sono stati riportati in 
parti differenti della Francia e dell’Italia, causate chiaramente dal consumo di 
ostriche (Le Guyader et al., 2006). Nel luglio 2005 nella provincia di Lecce un 
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focolaio di norovirus ha coinvolto 400 persone durante un periodo di 3 settimane. 
Il genoma di norovirus è stato trovato in 18 dei 20 campioni di feci testate e le fonti 
più probabili della malattia sono state il consumo di mitili crudi e di ghiaccio fatto 
con acqua potabile contaminata (Rizzo et al., 2007). 
 
 
1.2 Protozoi  
Con il termine Protozoi si indicano degli organismi eucariotici unicellulari che, 
pur non costituendo un gruppo naturale, ed essendo diversissimi tra loro 
presentano strutture cellulari tipiche, possono essere sessili, mobili o natanti e 
sono presenti in ogni tipo d’ambiente, purchè presenti umidità. La sistematica dei 
protozoi è molto complessa e in continua evoluzione, per cui, per semplicità,  è 
possibile considerare i protozoi divisi in 4 gruppi principali: Flagellati, Sarcodini, 
Sporozoi, Ciliati (Ricci, 1989). 
Sarcodici: sono caratterizzati da una forma variabile e da movimenti ameboidi; 
spesso presentano gusci di rivestimento di varia natura. Es. amebe, tecamebe, 
foraminiferi, radiolari ed eliozoi. 
Flagellati: presentano flagelli come organi locomotori. Es. Euglena, Trypanosoma, 
Volvox. 
Ciliati: presentano ciglia come organi locomotori o per creare un vortice d’acqua 
al fine di attirare le sostanze alimentari. Es. Paramecium, Vorticella. 
Sporozoi: sono protozoi parassiti di ridotte dimensioni, con un caratteristico 
organo apicale (visibile solo a forti ingrandimenti). Es. Plasmodium, Toxoplasma. 
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I protozoi, appunto perché unicellulari, sono di piccole dimensioni, variabili tra 10 
e 100 !m. Gli organelli locomotori sono rappresentati da flagelli nel caso dei 
Flagellati e da ciglia nel caso dei Ciliati. Queste ciglia sono presenti durante tutta 
la vita o nell'adulto possono sparire (Acineti). I flagelli sono lunghi e mobili 
prolungamenti protoplasmatici con movimenti paragonabili a quelli di una frusta 
quando viene agitata; di regola sono uno o pochi sul corpo di ciascun flagellato. Le 
ciglia sono invece delle corte appendici protoplasmatiche che sporgono come 
sottili setole sul corpo dei ciliati e che si muovono come tanti piccoli remi. Nei 
Sarcodini, invece la locomozione è effettuata tramite pseudopodi. 
I Protozoi di regola si riproducono agamicamente per scissione; tuttavia esistono 
fenomeni sessuali soprattutto noti nei ciliati. Questi protozoi hanno due tipi di 
nucleo, definiti macronucleo e micronucleo. Il macronucleo  rappresenta il nucleo 
somatico ed è trascrizionalmente attivo, mentre il micronucleo rappresenta il 
nucleo germinale, non attivo dal punto di vista trascrizionale ma che entra in 
gioco durante il processo sessuale della coniugazione, tipico dei ciliati. La maggior 
parte dei protozoi svolge attività eterotrofica, predando altri organismi o 
alimentandosi di sostanze organiche disciolte o particellate; tuttavia vi sono 
diversi flagellati (fitoflagellati) nel cui citoplasma si trovano numerosi plastidi che 
consentono loro di svolgere attività autotrofica. I protozoi eterotrofici si nutrono 
per assorbimento, molti flagellati, per mezzo di pseudopodi (amebe) o per mezzo 
di una apertura nella membrana cellulare (ciliati) che consente loro di catturare 
altri organismi (Madoni 2004). 
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1.2.1 Ciliati 
I ciliati sono un gruppo di protozoi microconsumatori che colonizzano la maggior 
parte degli ambienti acquatici e terrestri. Le loro dimensioni, relativamente grandi 
rispetto agli altri protozoi (mediamente 20-200 µm), i loro veloci movimenti, e la 
loro varietà di forme, li rendono particolarmente evidenti all'osservazione 
microscopica. Le ciglia di cui sono dotati sono strutturalmente identiche ai flagelli, 
ma sono più corte in rapporto alla lunghezza della cellula e possono essere 
arrangiate in gruppi (cirri) come nei ciliati Ipotrichi, dove diventano essenziali per 
la locomozione. Generalmente si distinguono le ciglia disposte lungo il corpo 
(ciliatura somatica) da quelle situate intorno al citostoma (ciliatura orale) che sono 
usate per la cattura del cibo. La ciliatura orale filtra l'acqua circostante e trattiene le 
particelle sospese (soprattutto batteri dispersi): negli Oligohymenophora la 
ciliatura orale è formata da 3 membranelle, mentre i Polyhymenophora hanno 
intorno al citostoma una serie di membrane (zona adorale di membranelle: AZM) 
che si estende dalla parte anteriore della cellula sino al punto in cui il cibo viene 
fagocitato. 
Il gruppo dei Kinetofragminophora, raccoglie, invece, ciliati in cui la ciliatura 
somatica e quella orale non sono ben distinguibili. Alcune specie di questo gruppo 
sono in grado di ingerire grosse particelle di cibo (alghe, filamenti), e vi sono 
anche molte altre specie predatrici di altri ciliati o di piccoli metazoi. 
Il citostoma nei ciliati è assai variabile da gruppo a gruppo sia per quanto riguarda 
forma e dimensione che la sua collocazione (Figura 1.2).  
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Figura 1.2: Area buccale dei ciliati: 1 citostoma apicale dei ciliati Gimnostomi; 2-3 
citostoma posto alla base di un vestibolo; 4 cavità orale dei ciliati Imenostomi; 5 cavità 
orale con infundibolo dei ciliati Peritrichi; 6 ampio peristoma dei ciliati Ipotrichi. (cs: 
citostoma; cf: citofaringe; cb: cavità buccale; ab: area buccale; in: infundibolo; v: vestibolo). 
Tratto da Madoni 2004. 
 
 
Alcuni ciliati come i Suttori, non hanno un citostoma vero e proprio. Essi sono 
dotati però di una serie di lunghi e rigidi tentacoli provvisti di ventosa terminale 
con cui catturano altri ciliati. Questi ciliati, inoltre, sono prevalentemente sessili e 
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non hanno ciliatura visibile tranne che durante lo stadio mobile 'larvale' in cui la 
ciliatura è presente per consentire la locomozione (Madoni 2004).  
 
 
1.3 Protisti ed interazioni con microrganismi 
patogeni  
E' stato dimostrato che alcuni protozoi possono essere ospiti per altri 
microrganismi, batteri, funghi e virus, che hanno sviluppato meccanismi di 
resistenza per sfuggire alla fagocitosi e/o alla digestione da parte di questi (Greub 
e Roult, 2004) riuscendo così a sopravvivere, a riprodursi e fuoriuscire dal loro 
interno dopo essere stati fagocitati. Inoltre alcuni protisti, in caso di avverse 
condizioni, sono in grado di produrre forme di resistenza come le cisti, che 
permettono loro di sopravvivere ad alte temperature, essiccamento o processi di 
disinfezione. Nell’ipotesi di sopravvivenza dei microrganismi internalizzati nelle 
cisti, queste permetterebbero loro di resistere meglio sia alle condizioni ambientali 
sfavorevoli se presenti nell’ambiente naturale, sia ed ai trattamenti di disinfezione 
cui vengono sottoposte le acque, se presenti negli impianti di potabilizzazione e/o 
trattamento dei liquami. In questo modo le cisti rilasciate nuovamente 
nell’ambiente con le acque depurate o attraverso l’aerosol che si forma al di sopra 
delle vasche di ossidazione dei liquami (Kingston e Warhurst, 1969) possono 
contribuire alla diffusione nell’ambiente dei microrganismi presenti al loro 
interno, favorendo così anche la colonizzazione di nuovi habitat. 
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Tra i microrganismi in grado di sopravvivere nei protisti molti sono patogeni e la 
maggior parte di essi sono batteri: è stato calcolato che ben il 18,9% dei batteri (102 
specie) capace di sopravvivere nelle amebe risulta patogeno, in base alla 
“Contamination Candidate List 2008” dell’EPA (Environmental Protection Agency) 
(Thomas et al., 2009). Uno dei batteri patogeni più noti per la sua interazione con i 
protisti è  Legionella, che è in grado di sopravvivere e moltiplicarsi all’interno di 14 
specie di amebe a vita libera (Acanthamoeba, Naegleria, Hartmannella, ecc.), e 2 
specie di ciliati del genere Tetrahymena (Fujii et al., 1998).  
La replicazione all'interno dei protozoi assicura a Legionella la sopravvivenza 
anche in condizioni avverse, quali variazioni di temperatura, osmolarità e pH, 
mancata disponibilità di nutrienti e presenza di biocidi (Barker et al., 1994; Borella 
et al., 2005; Messi et al., 2003). Dopo la replicazione intracellulare, il patogeno 
mostra una aumentata resistenza agli stress ambientali ed ai biocidi (Brieland et al., 
1997) e questo potrebbe spiegare la sua persistenza in acque trattate al calore o 
disinfettate (Palmer et al., 1993). L'adattamento di Legionella all'interno di amebe 
sembra inoltre aumentare la sua capacità infettante nei confronti dei macrofagi 
umani, favorendone la replicazione intrapolmonare (Brieland et al., 1997; Cirillo et 
al., 1994) e la resistenza agli antibiotici (Barker et al., 1994; Barker et al, 1995). 
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Specie batteriche 
Ospite 
protista 
Risultato dell’internalizzazione 
nel protista 
Bibliografia 
Legionella pneumophila 
Acanthamoeba 
Naegleria 
Moltiplicazione, lisi cellulare Rowbotham (1980) 
Legionella pneumophila Tetrahymena Moltiplicazione, lisi cellulare Fields et al. (1984) 
Legionella-like amoebal 
pathogens (LLAPs) 
Acanthamoeba 
Hartmanella 
Moltiplicazione, lisi cellulare Rowbotham (1993) 
Listeria monocytogenes 
Acanthamoeba 
Tetrahymena 
Moltiplicazione, lisi cellulare 
Moltiplicazione, lisi cellulare 
Ly & Muller (1990a) 
Ly & Muller (1990b) 
Vibrio cholerae 
Acanthamoeba 
Naegleria Moltiplicazione Thom et al. (1992) 
Edwardsiella tarda 
Aeromonas salmonicida 
(Patogeno dei pesci) 
Tetrahymena Moltiplicazione King & Shotts (1988) 
Mycobacterium leprae Acanthamoeba Sopravvivenza Jadin (1975) 
Micobatterio 
opportunista 
Acanthamoeba Sopravvivenza Krishna-Prasad & 
Gupta (1978) 
Pseudomonas, Alcaligenes 
e Bacillus species Hartmanella Sopravvivenza Tyndall et al. (1991) 
Coliformi (inclusa 
Salmonella typhimurium) 
Tetrahymena 
Acanthamoeba Sopravvivenza King et al. (1988) 
 
Tabella 1.3: Batteri patogeni capaci di sopravvivere nei protozoi (Barker et al., 1994) 
 
Le legionelle non sono gli unici agenti patogeni umani in grado di  sopravvivere 
nei protozoi (Tabella 1.3). Gli studi esistenti suggeriscono che i batteri 
internalizzati possono seguire tre modelli di vita all’interno dell’ospite: si 
moltiplicano nell’ospite causando lisi cellulare come Legionella e Listeria, si 
moltiplicano senza causare la lisi cellulare come Vibrio cholerae, sopravvivono 
senza moltiplicarsi come alcuni coliformi e micobatteri. Le listerie sono un gruppo 
eterogeneo di batteri ambientali spesso considerati microrganismi del suolo 
(Seeliger, 1988), ma alcune specie infettano l'uomo e altri mammiferi invadendo le 
cellule ospiti, tra cui i macrofagi. Ly e Muller (1990a) hanno riportato che 
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l'infezione da parte di Listeria monocytogenes causa lisi cellulare e morte di 
Acanthamoeba castellanii. Cellule di L. monocytogenes possono crescere anche in co-
coltura con Tetrahymena pyriformis e provocarne la lisi cellulare dopo 8-15 giorni 
d’incubazione (Ly e Muller, 1990b). Un altro studio ha confermato la capacità di L. 
monocytogenes di crescere in T. pyriformis con un tempo di generazione di 14,4 h, 
rispetto alle 7 h di Legionella (Panikov et al., 1993) 
Un'ulteriore prova del ruolo di amebe nel mantenimento di agenti patogeni 
nell'ambiente è stato segnalato da Thom et al. (1992), che hanno osservato la 
capacità di Vibrio cholerae di moltiplicarsi dopo l'ingestione da parte di specie di 
Naegleria e Acantbamoeba, e di sopravvivere all'interno delle cisti, inoltre è stato 
possibile ritrovarlo dopo l’excistamento dell’ameba. Questi protisti possono così 
contribuire a mantenere V. cholerae in acque naturali in alcune parti del mondo 
dove non vi è evidente associazione con i casi clinici di colera (Bashford et al., 1979; 
Colwell et al., 1977), agendo quindi come possibili serbatoi d’infezione. 
 
Oltre ai batteri anche funghi e protozoi patogeni possono trovarsi all’interno di 
protozoi a vita libera (Tabella 1.4): Cryptococcus neoformans è capace di crescere 
dentro A. castellanii (Malliaris et al., 2004; Steenbergen et al., 2001), mentre 
Sporothrix schenkii e Histoplasma capsulatum utilizzano le amebe per la loro crescita 
(Steenbergen et al., 2004). Altri studi suggeriscono che Achantamoeba spp. potrebbe 
contribuire alla diffusione delle oocisti di Cryptosporidium parvum anche se non è 
chiaramente dimostrato se le forme ingerite sono vitali (Gomez-Couso et al., 2006; 
Stott et al., 2003;). E’ stato recentemente dimostrato inoltre che il parassita 
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Toxoplasma gondii sopravvive fino a 2 settimane in A. castellanii senza ridurre 
l’infettività e la patogenicità delle oocisti (Winiecka-Krusnell et al., 2009). 
 
Microrganismo Interazioni descritte con i 
protisti 
Bibliografia 
Virus   
     Acanthamoeba polyphaga  
     Mimivirus 
Moltiplicazione IC (varie 
Achantamoeba spp. Inclusa Ap 
Linc-Ap1) 
La Scola et al. (2003); Suzan-
Monti et al. (2006) 
     Coxsackie virus b3 Sopravvivenza IC e IK (Ac), sopravvivenza IC (Tp) 
Teras et al. (1988) ; Mattana et al. 
(2006) 
     Adenovirus Sopravvivenza IC (varie Acanthamoeba isolate)* Lorenzo-Morales et al. (2007) 
     Echoviruses Favorisce la sopravvivenza (Ac ceppo Neff) Danes e Cerva (1981) 
Funghi   
     Cryptococcus neoformans Moltiplicazione IC ((Ac ATCC 30324, Dd Ax-4) 
Steenbergeb et al. (2001); 
Steenbergeb et al. (2003) 
     Blastomyces dermatitidis Co-colture con lisi cellulare (Ac ATCC 30324) Steenbergeb et al. (2004) 
     Sporothrix schenckii Co-colture con lisi cellulare (Ac ATCC 30324) Steenbergeb et al. (2004) 
     Histoplasma capsulatum Co-colture con lisi cellulare (Ac ATCC 30324) Steenbergeb et al. (2004) 
Altri   
     Toxoplasma gondii Sopravvivenza IC (Ac) Winiecka-Krusnell et al. (2009) 
 
*Prova indiretta perché è stato rilevato solo DNA virale da isolati axenici di Acanthamoeba. 
Ac: Acanthamoeba castellanii; Ap: Acanthamoeba polyphaga; Dd: Dictyostelium discoideum;  
 Tp: Tetrahymena pyriformis; Ic: intracellulare; IK: intracisti 
 
Tabella 1.4: Interazioni descritte tra microrganismi diversi dai batteri con amebe a vita 
libera. (Thomas et al., 2009) 
 
Per quanto riguarda i virus patogeni ad oggi sono stati condotti pochi studi: la 
maggior parte delle informazioni disponibili riguarda alcune specie di protozoi 
come Achantamoeba castellanii e Tetrahymena pyriformis, in relazione a virus enterici. 
In particolare, in esperimenti in vitro, è stata dimostrata la capacità di poliovirus 1 
e 3 ed echovirus 4 e 30 di aderire e sopravvivere per 10-75 giorni sulla superficie 
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esterna di  A. castellani (Danes e Cerva, 1981) e di poliovirus 1 e 2 ed echovirus 30 
di sopravvivere in colture di Tetrahymena pyriformis (Danes e Cerva, 1984). Nello 
studio di Mattana et al. (2006) è stato dimostrato che il  virus coxsackie B3 è in 
grado di infettare i trofozoiti di A. castellanii in condizione sperimentali, di 
sopravvivere anche dopo un ciclo di 6 mesi di incistamento ed excistamento, e di 
venir rilasciato al di fuori quando incubato con macrofagi. Teras et al. (1988) ha 
dimostrato che il coxsackie B-5 virus può penetrare, replicare e molto 
probabilmente persistere in T. pyriformis. Dopo l'infezione T. pyriformis sembra 
acquisire caratteristiche di patogenicità, nonostante non venga osservata nessuna 
apparente modificazione nella morfologia delle cellule. Inoltre è stato anche 
suggerito di recente il possibile ruolo dei protisti quali serbatoio per virus enterici 
umani in condizioni ambientali; DNA virale di 4 diversi sierotipi di adenovirus 
(per lo più da adenovirus tipo 2), è stato rilevato in 34 di 236 (14,4%) ceppi di 
Acanthamoeba spp. isolati da acque delle Isole Canarie (Lorenzo-Morales et al., 
2007). Nella regione di Orenburg, in 61,8% di 23 colture di protisti appartenenti a 
specie di flagellati, amebe e infusori isolati sia da acque naturali esposte ad 
inquinamenti di origine antropica, sia da acque reflue a tutti le fasi della 
depurazione è stato rilevato  RNA di enterovirus (Skachkov et al., 2009a e 2009b). I 
protisti dove sono stati maggiormente trovati gli enterovirus sono Paraphysomonas 
sp., Spumella sp., Petalomonas poosilla e Amoeba sp.; gli autori inoltre hanno notato 
che negli stessi periodi in cui aumenta l’incidenza di meningite asettica causata da 
enterovirus nel loro paese (estate e autunno) i protozoi si moltiplicano in maniera 
massiccia nei corpi idrici. 
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Nel 1992 è stato scoperto in modo del tutto casuale, in un ceppo di Achantamoeba 
isolato dall’ambiente, un nuovo virus fino ad allora sconosciuto e denominato 
“Achantamoeba polyphaga Mimivirus” (APMV) (La Scola et al., 2003). Esso possiede il 
più grande capside fra tutti i virus conosciuti, che misura 500 nanometri di 
diametro, così come il più esteso e complesso genoma, una molecola lineare e 
continua di DNA a doppio filamento contenente 1,2 milioni di paia basi che 
codifica per 911 geni (Raoult et al., 2004). Filamenti proteici della lunghezza di 120 
nanometri si dipartono dalla superficie del capside, incrementando il diametro 
totale del virus a 750 nanometri. Il capside appare esagonale se visto con un 
microscopio elettronico, quindi si può ragionevolmente supporre che la simmetria 
del capside stesso sia icosaedrica (Vincent et al., 2010) (Figure 1.3 e 1.4). Esso non 
sembra possedere un inviluppo esterno di membrana, suggerendo che il virus non 
fugga dalla cellula ospite per esocitosi ma che invece ne venga liberato in seguito 
alla lisi della stessa (Suzan-Monti et al., 2006) 
Sebbene le conoscenze relative a questo virus siano ancora piuttosto limitate, si 
pensa che il Mimivirus potrebbe essere l'agente eziologico di alcune forme di 
polmonite, ipotesi basata solamente sull'evidenza della formazione di anticorpi 
diretti contro questo organismo nel sangue di pazienti colpiti da polmonite (La 
Scola et al., 2005). Anche se la classificazione di Mimivirus come agente patogeno è 
provvisoria, una nutrita serie di elementi prova che può causare la polmonite 
virale (Raoult et al., 2006; Raoult et al., 2007). 
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Figura 1.3: Immagini di Mimivirus al microscopio elettronico  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.4: Struttura del Mimivirus 
 
Nel 2008 e 2009 sono stati isolati, da amebe provenienti da acque di torri di 
raffreddamento, altri 2 “Giant virus” chiamati Mamavirus e Marseillevirus (Boyer 
et al., 2009; La Scola et al., 2008). Il primo è molto simile al Mimivirus e possiede un 
                                                                                                                              Introduzione 
 28 
genoma di 1200 kilobasi (Figura 1.5 a), mentre il secondo è più piccolo, ha un 
genoma costituito da 368000 paiabasi, forma icoesaedrica e diametro di 250 nm 
(Figura 1.5 b). Simultaneamente alla scoperta del Mamavirus è stato inoltre 
osservato un piccolo virus di 50 nm di diametro, forma icoesaedrica e genoma di 
18343 paiabasi (Figura 1.5 a) chiamato Sputnik, che si moltiplica solo all'interno di  
cellule di A. castellanii co-infettate con Mimivirus o Mamavirus (La Scola et al., 
2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 a)                                                                           b) 
Figura 1.5: Immagine al microscopio elettronico. A sinistra: Mamavirus con il virus 
Sputnik all’interno del capside; a destra Marseillevirus 
 
 
Sulla base delle analisi filogenetiche risulta che tutti questi virus posseggono 
sequenze ORF nel genoma omologhe a quelle presenti in batteri, eucarioti e virus 
che sono abitanti comuni delle amebe (Boyer et al., 2009; Colson e Raoult, 2010; 
Moreira et al., 2008) dimostrando quindi lo scambio di geni tra organismi che 
colonizzano questo microrganismo.  
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Questi studi suggeriscono la possibilità che le amebe, utilizzando i batteri come 
cibo, possano fornire l’occasione per un promiscuo scambio di DNA tra batteri e 
virus in replicazione nello stesso comparto cellulare, fornendo così una nicchia 
biologica in cui i virus hanno un facile accesso a geni batterici (Horn et al., 2004; La 
Scola et al., 2008; Ogata et al., 2006). Il trasferimento genico orizzontale (Andersson, 
2005) è considerato infatti un importante fattore di evoluzione in microbiologia 
che può contribuire alla creazione di nuove specie (Jain et al., 2003; Keeling et al., 
2008; Lawrence et al., 1997) e dal momento che tra gli ospiti delle amebe, o più in 
generale dei protisti fagocitici, sono presenti anche microrganismi patogeni, 
questo scambio di geni potrebbe portare alla creazione di nuovi assortimenti 
genomici che possono essere fonte di nuovi patogeni. 
 
L’ambiente ideale in cui potrebbero instaurarsi i rapporti di interazione tra virus 
enterici e protisti sono le vasche di ossidazione dei liquami, dove i 2 
microrganismi vengono a trovarsi in alta concentrazione e in stretto contatto.  
 
1.4 Microfauna del fango attivo 
La depurazione dei liquami mediante fanghi attivi si basa sulla formazione di 
aggregati batterici (fiocchi di fango) su cui altri microrganismi possono 
svilupparsi, e rappresenta la modalità più diffusa di trattamento delle acque reflue 
in virtù della sua alta efficienza: >90% di abbattimento del BOD (Biochemical 
Oxigen Demand) (Jenkins et al., 2004).  
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Nelle vasche del trattamento biologico a fanghi attivi si realizza un sistema 
dinamico aerobico controllato, che riproduce in ambiente artificiale gli stessi 
meccanismi biologici che avvengono in natura (ad esempio lungo il corso di un 
fiume) per la depurazione delle acque inquinate da sostanze organiche 
biodegradabili. Infatti, mescolando uno scarico da depurare con fanghi attivi in cui 
è presente un’alta concentrazione microbica aerobica preformata, si ha lo stesso 
processo di autodepurazione che avviene in natura, ma con una velocità delle 
reazioni accelerata e uno spazio occupato minore. 
Il vantaggio del trattamento a fanghi attivi rispetto alla depurazione naturale è che 
la flora microbica utilizzata per trattare le acque di scarico, anziché rimanere 
dispersa nell’effluente trattato, tende ad agglomerarsi formando dei fiocchi che, se 
posti in condizioni di quiete, tendono a sedimentare e possono essere separati con 
facilità dai liquami chiarificati che rimangono in superficie (surnatante).  
 
Gli impianti biologici per la depurazione delle acque reflue possono essere 
considerati ecosistemi artificiali nei quali si stabilisce una vera e propria rete 
trofica a livello della vasca di aerazione, dove la componente biotica è 
rappresentata dai decompositori (batteri, funghi), che traggono l'energia per il loro 
sviluppo dalla sostanza organica disciolta nel liquame, e dai consumatori: protozoi 
(ciliati, flagellati, amebe) e piccoli metazoi (nematodi e rotiferi) che predano i 
batteri dispersi e altri organismi (Madoni, 2004) (Figura 1.6).  
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Figura 1.6: Rete trofica nei fanghi attivi. Le frecce indicano il percorso della materia e 
dell’energia 
 
 
La componente prevalente della microfauna descritta è costituita da protozoi 
ciliati, molto numerosi in tutti i tipi di processi di trattamento aerobico dei 
liquami: essi normalmente raggiungono la densità di 10.000 cellule per ml di 
miscela aerata di fango attivo, rappresentando circa il 9% dei solidi sospesi nel 
mixed-liquor (Madoni, 1994). Sebbene siano state segnalate oltre 230 specie di 
protozoi (di cui 33 flagellati, 25 rizopodi, 6 actinopodi e 160 ciliati) nei vari tipi di 
trattamento aerobico, solo un limitato numero di esse ricorre frequentemente 
(Curds e Cockburn, 1970; Madoni e Ghetti, 1981); la tabella 1.5 mostra la lista dei 
più importanti ciliati trovati nel fango attivo. La maggior parte dei ciliati presenti 
negli impianti di trattamento biologico dei liquami si nutre di batteri dispersi; 
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alcuni sono predatori di altri ciliati, altri ancora si alimentano di una varietà di 
organismi comprendente ciliati, flagellati e batteri dispersi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 1.5: Lista dei protozoi ciliati comunemente osservati nei fanghi attivi e loro ruolo 
trofico 
 
I ciliati batteriofagi dei fanghi attivi possono essere suddivisi in tre gruppi 
funzionali sulla base del loro comportamento: 
1) natanti (free-swimmers) che nuotano nella frazione liquida e rimangono in 
sospensione nella vasca di sedimentazione; 
2) mobili di fondo (crawlers) che abitano la superficie del fiocco di fango; questi 
ciliati compaiono quando il fiocco di fango è ben formato. 
3) sessili (attached) che sono stabilmente fissati, mediante un peduncolo, al fiocco 
di fango e quindi precipitano con esso durante la sedimentazione.  
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Tutti i ciliati batteriofagi creano delle correnti ciliari al fine di convogliare i batteri 
sospesi nella frazione liquida verso la regione orale (Figura 1.7). I ciliati natanti e 
sessili si alimentano dei batteri dispersi nella frazione liquida, e pertanto sono in 
competizione; mentre i ciliati mobili, che vivono sulla superficie del fiocco 
occupano una differente nicchia ecologica e si nutrono di particelle che trovano sul 
fiocco di fango, questi ultimi avendo la bocca posta in posizione ventrale, possono 
"raschiare" i batteri adagiati sulla superficie del fiocco (come ad es: Aspidisca, 
Euplotes, Chilodonella) (Madoni, 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.7: Meccanismi di filtrazione dei batteri da parte dei vari gruppi di ciliati 
batteriofagi. Ciliati natanti (A) e sessili (B) competono per i batteri dispersi nel mixed-
liquor, mentre i ciliati mobili (C) raccolgono i batteri dispersi che si trovano adagiati sulla 
superficie del fiocco. 
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Le popolazioni di protisti che nuotano liberamente nella frazione liquida, a 
differenza di quelle che invece rimangono strettamente associate al fango,  sono 
soggette ad essere dilavate fuori dal sistema attraverso l'effluente: in questo modo 
possono finire più facilmente nell’ambiente esterno, se sopravvivono alla 
disinfezione successiva, oppure possono diffondersi nell'atmosfera attraverso i 
fenomeni di aerosol che si sviluppano sopra le vasche di aerazione. 
Gli impianti di trattamento dei liquami possono ospitare anche protozoi parassiti 
che arrivano tramite le feci infette raccolte dalle acque reflue, come Giardia e 
Cryptosporidium che sono la causa di malattie sia nell'uomo che negli animali. 
Cryptosporidium è largamente diffuso ed è un patogeno che provoca diarrea  
nell'uomo e negli animali. Le vie di contagio sono il contatto con elementi infetti e 
le acque inquinate. Tuttavia, la trasmissione attraverso l'acqua di questo parassita 
è stata individuata solo da pochi anni. Giardia è un protista ben noto per la sua 
capacità di causare infezioni intestinali croniche nell'uomo. Le acque contaminate 
da feci sono la via di diffusione di questo patogeno. Le cisti di questi organismi 
spesso rimangono vitali per diversi mesi nelle acque; inoltre esse sono più 
resistenti alla disinfezione rispetto ai coliformi fecali che sono usati come 
indicatori di inquinamento fecale. Le cisti e le oocisti di questi due parassiti hanno 
mostrato una più alta resistenza al trattamento dei liquami rispetto ad altri 
indicatori di contaminazione batterica (Bonadonna et al., 2002; Cheng et al., 2009). 
Da studi effettuati su liquami grezzi e depurati è emerso che Giardia può essere 
presente in concentrazioni di 10-13.000 cisti per litro nell'influente e di 10-720 cisti 
per litro nell'effluente, mentre il numero medio di cisti di Cryptosporidium oscilla 
da 10 a 170 cisti/litro nei liquami grezzi e da 10 a 60 cisti/litro negli effluenti 
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trattati (Bukhari et al., 1997). La rimozione di cisti durante il trattamento dei 
liquami oscilla tra l'84% e il 99%. Rispetto ad altri tipi di processo, il fango attivo 
ha mostrato la massima efficienza di rimozione di cisti (92%). La completa 
inattivazione delle cisti è stata ottenuta con la digestione anaerobica a 35 °C per un 
periodo di quattro giorni seguita dallo stoccaggio dei fanghi digeriti. 
Tra i protozoi sarcodini sono state osservate negli impianti a fanghi attivi alcune 
specie di amebe libere potenzialmente patogene, tutte appartenenti al genere 
Acanthamoeba (Ramirez et al., 1993). La presenza di Acanthamoeba nei fanghi attivi 
rappresenta un potenziale rischio dal momento che questi protisti possono 
diffondersi nell'atmosfera attraverso i fenomeni di aerosol che si sviluppano sopra 
le vasche di aerazione. 
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2. SCOPO 
La ricerca effettuata nell’ambito del corso di dottorato è stata dedicata allo studio 
delle interazioni tra protisti e virus enterici umani in ambiente idrico, al fine di 
accrescere le conoscenze sul possibile ruolo dei protisti come possibili vettori per 
la diffusione dei virus enterici nell’ambiente. 
I virus enterici sono importanti patogeni spesso isolati da acque, direttamente o 
indirettamente influenzate dalla contaminazione fecale, e sono stati associati a 
molte epidemie idriche. Questi microrganismi hanno una dose infettante molto 
bassa e sono escreti in elevate concentrazioni e per lunghi periodi di tempo con le 
feci di persone ed animali infetti, per cui vengono a ritrovarsi in elevato numero 
nelle acque reflue: considerato inoltre che gli attuali metodi di trattamento per la 
depurazione non riescono a garantire la completa rimozione degli agenti patogeni 
virali, ne consegue che i virus diventano inquinanti ambientali che possono essere 
trasmessi all’uomo attraverso l’ingestione diretta di acque contaminate o con il 
consumo di moluschi bivalvi, costituendo un pericolo per la salute pubblica, anche 
quando nelle acque sono presenti pochissime particelle virali. 
I reflui urbani in cui i virus vengono generalmente scaricati sono un ecosistema 
complesso che contiene batteri fecali, protozoi e virus enterici in alta 
concentrazione e in stretto contatto: si può ipotizzare che in queste particolari 
condizioni i protozoi possano inglobare i virus e proteggerli nei confronti dei 
fattori naturali ed artificiali di disinfezione, contribuendo alla loro diffusione e 
persistenza nell'ambiente acquatico come già dimostrato per le legionelle.  
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E' stato dimostrato che alcuni protozoi possono essere ospiti per altri 
microrganismi anche patogeni per l'uomo come batteri, funghi e virus, che hanno 
sviluppato meccanismi di resistenza per sfuggire alla fagocitosi e/o digestione da 
parte degli ospiti. Se è ben nota l'interazione di protozoi con alcuni batteri 
patogeni, viceversa in letteratura sono riportati pochissimi studi sulle relazioni con 
i virus enterici: gli studi in vitro fin’ora condotti hanno dimostrato la capacità di 
alcuni virus patogeni di legarsi sulla superficie o di penetrare e sopravvivere 
all’interno di 2 specie di protisti (Achantamoeba castellanii e Tetrahymena pyriformis); 
mentre gli studi di monitoraggio ambientale hanno rilevato la presenza di acido 
nucleico virale in protisti isolati dall’ambiente idrico naturale sottoposto ad 
inquinamento da parte di scarichi fecali. La scarsa conoscenza dell’argomento è 
peraltro aggravata dall’assenza di tecniche di indagine standardizzate, considerata 
l’enorme variabilità delle specie presenti nell’ambiente preso in esame. 
Con lo scopo di evidenziare la possibile interazione tra virus umani e protisti 
nell’ambiente, è stato quindi effettuato uno studio  sia in condizioni sperimentali 
che sul campo articolato in sei fasi: 
! Raccolta dati per la valutazione della presenza nell’ambiente di virus 
enterici umani di interesse igienico sanitario in relazione alla loro 
immissione nell’ambiente da parte degli impianti di depurazione dei 
liquami, e per evidenziare quali tra i virus indagati avessero maggior 
possibilità di incontro con i protozoi, sia a livello della vasca di ossidazione 
(dove entrambi i microrganismi sono presenti in alte concentrazione), sia a 
livello delle diverse matrici una volta rilasciati nell’ambiente.  
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! Raccolta dati sulla diffusione dei virus enterici in ambiente marino tramite 
lo studio dei molluschi bivalvi 
! Analisi virologica preliminare di virus enterici umani di interesse igienico 
sanitario in ceppi di protozoi sia marini che di acqua dolce, isolati in 
campioni ambientali e facenti parte di una collezione per verificare la 
presenza dei suddetti virus.  
! Scelta e messa a punto della tecnica da utilizzare per rilevare la possibile 
presenza di virus enterici in protisti 
! Allestimento di prove sperimentali di coltura mista protozoi-virus con 
tempi di contatto variabili per studiare le reciproche interazioni tra i due 
microrganismi. 
! Valutazione della presenza di protisti ospitanti adenovirus negli impianti di 
trattamento dei liquami 
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3. MATERIALI E METODI 
 
Lo studio è stato articolato nelle seguenti fasi: 
1. Raccolta dati per la valutazione della presenza nell’ambiente di virus 
enterici umani di interesse igienico sanitario attraverso:  
! Monitoraggio dei liquami in entrata ed uscita da un impianto di 
depurazione per la ricerca di enterovirus, adenovirus, rotavirus, HAV, 
norovirus ggI e ggII, colifagi somatici mediante ultrafiltrazione, tecniche 
biomolecolari (RT-PCR/PCR qualitativa e quantitativa) e colturali.  
! Monitoraggio di un allevamento di molluschi bivalvi per la ricerca di 
adenovirus, HAV, norovirus ggI e ggII, mediante tecniche biomolecolari 
(RT-PCR/PCR)  
! Analisi virologica preliminare per la ricerca di enterovirus, adenovirus, 
rotavirus, HAV, norovirus ggI e ggII, e colifagi somatici, con tecniche 
colturali e biomolecolari, in ceppi di protozoi ciliati (E. focardii, E. crassus, E. 
octocarinatus, E. aediculatus, E. woodruffi, Paramecium sp.) isolati in campioni 
ambientali e facenti parte di una collezione.  
2. Prove sperimentali delle reciproche interazioni virus-protozoi mediante:  
! Scelta e messa a punto della tecnica da utilizzare per rilevare la possibile 
presenza di virus enterici in protisti 
! Prove sperimentali di coltura mista protozoi-virus con tempi di contatto 
diversi e con l’impiego di tecniche di immunofluorescenza 
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! Valutazione della presenza di protisti ospitanti adenovirus negli impianti di 
trattamento dei liquami 
 
3.1 Monitoraggio del liquame  
L’indagine ha previsto l’esame di liquami in entrata ed uscita da un impianto di 
trattamento di reflui urbani situato nella provincia di Pisa per la ricerca di 
enterovirus, adenovirus, rotavirus, virus dell’epatite A, norovirus ggI e ggII, 
colifagi somatici. 
L’impianto possiede una capacità di servizio di circa 40000 abitanti-equivalenti e 
raccoglie la maggior parte dei liquami civili derivanti dai comuni di Pisa, S. 
Giuliano T., e altri paesi limitrofi con progetto di ampliamento fino a 120000 
ab/eq.  verso la provincia di Lucca. 
Il processo depurativo delle acque reflue realizzato da questo impianto si basa sul 
sistema a fanghi attivi o a biomassa sospesa, che rappresenta il trattamento più 
ampiamente utilizzato tra i circa 10000 impianti di depurazione presenti in Italia 
(censimento NOE 1998). 
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Figura 3.1: Schema di impianto a fanghi attivi. (Barbuti et al., 2002). 
 
Il liquame in arrivo dalle reti fognarie, giunto all’impianto, subisce una serie di 
trattamenti diversi in successione (Figura 3.1): 
Trattamento primario: il liquame viene convogliato verso una serie di griglie, che 
servono a separarlo dal materiale grossolano solido (grigliatura); dopodiché viene 
sollevato con pompe centrifughe sommerse (sollevamento) ed inviato alle fasi 
successive: si separa da grassi ed oli che ostacolano gli scambi gassosi durante la 
fase biologica (deoleazione) e viene separato dalla sabbia che potrebbe 
danneggiare l’impianto. I materiali grigliati vengono compattati e convogliati in 
un contenitore di raccolta per essere poi smaltiti. Infine, come ultima fase del 
trattamento primario, il liquame viene fatto sedimentare in una vasca in modo da 
eliminare la maggior parte dei solidi rimasti in sospensione (sedimentazione 
primaria). In questa fase il carico inquinante subisce una diminuzione, per 
Effluente da trattare 
Fango di supero 
Effluente 
trattato 
Fango da avviare 
al trattamento 
VASCA DI 
AERAZIONE 
SEDIMENTATO
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decantazione, di parte del carico organico in termini di COD (Chemical Oxygen 
Demand) (25-30%) e dei solidi sospesi totali (60%). 
Trattamento secondario: comprende l’ossigenazione del liquame attraverso la 
decomposizione di molecole organiche biodegradabili da parte della flora 
batterica aerobica (fango). Dopo l’ossigenazione il liquame viene fatto stazionare 
per un certo periodo di tempo in una vasca di sedimentazione dove il fango attivo 
che si è formato precedentemente precipita separandosi dal liquido ormai quasi 
completamente depurato. 
Trattamento terziario: successivo affinamento del grado di depurazione, con lo 
scopo di rimuovere buona parte di quelle particelle sospese sfuggite nella fase di 
sedimentazione; l’acqua depurata prima di uscire dall’impianto subisce il processo 
di disinfezione con aggiunta di una soluzione di ipoclorito di sodio. Il tempo 
minimo di contatto è di circa 20 minuti. A questo punto il fango digerito viene 
disidratato con diversi sistemi (nastropressa). 
 
3.1.1 Campionamento 
Lo studio svolto ha proseguito un monitoraggio preesistente nel quale sono stati 
analizzati un totale di 40 campioni di cui 20 prelevati all’entrata dell’impianto e 20 
all’uscita, nel periodo 12 Marzo 2007 - 4 Giugno 2007 (Carducci et al., 2008). 
Nel triennio 2008-2010 sono stati svolti 32 campionamenti (sia in entrata che in 
uscita) per un totale di 64 campioni prelevati  negli stessi due punti dell’impianto: 
- in ENTRATA dove, a livello della pompa di sollevamento, dopo una 
iniziale grigliatura grossolana, ma prima ancora della sedimentazione 
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primaria, sono stati prelevati 1 litro di liquame per l’analisi virologica 
(HAV, enterovirus, norovirus, adenovirus e rotavirus), e 100 ml per la 
ricerca dei colifagi somatici. 
- in USCITA dove, a livello della vasca di sedimentazione finale sono stati 
prelevati 10 litri per l’analisi virologica, e 100 ml per la ricerca dei colifagi 
somatici. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2: Schema dell’impianto di trattamento dei liquami 
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3.1.2 Trattamento dei campioni per la ricerca virale 
Per le analisi virologiche i campioni sono stati sottoposti ad una pre-filtrazione per 
eliminare i residui più grossolani e successivamente concentrati mediante il 
sistema di ultrafiltrazione a flusso tangenziale a due stadi successivi. 
I campioni sono stati prefiltrati con l’utilizzo di una pompa a vuoto su una 
membrana di polipropilene con porosità 10 mm (Gelman Sciences, Pall). Dopo la 
filtrazione, la membrana è stata tagliata in piccoli pezzi, eluita con 20 ml di Beef 
extract (BE) al 3% pH 9, ed agitata manualmente per 10 minuti. L’eluato è stato 
infine centrifugato a 1200 x g per 15 minuti ed il surnatante recuperato e cumulato 
al campione pre-filtrato in modo da recuperare le particelle virali eventualmente 
rimaste adese al filtro.  
I campioni da 10 l e 1 l sono stati concentrati mediante ultrafiltrazione a flusso 
tangenziale a due stadi, utilizzando membrane in polisulfone con taglio 
molecolare da 10 KDa. Questo tipo di membrane viene comunemente utilizzato 
per concentrare i virus, in particolare enterovirus e batteriofagi, contenuti nei 
mezzi idrici e presenta un’elevata capacità di recupero sia per i primi (Carducci et 
al., 1994) che per i secondi (Donia et al., 1998, Grabow 2001). La concentrazione è 
stata effettuata in due fasi successive: prima i campioni sono stati concentrati da 10 
l a circa 500 ml mediante un apparato Centrasette 5 (Filtron, Pall) adatto al 
trattamento di grandi volumi; successivamente con un apparato Mini-ultrasette 
(Omega OC, Pall), si è ottenuto un volume finale di circa 40 ml. 
Prima di iniziare la concentrazione, le membrane sono state lavate con acqua 
distillata per eliminare la soluzione di mantenimento (NaOH 0,05 N) e sono state 
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condizionate con Beef-Extract al 3% pH 7 per saturare i siti attivi ed evitare 
l’adsorbimento dei virus. 
Alla fine della concentrazione le particelle virali eventualmente adsorbite alla 
membrana sono state eluite mediante un lavaggio con Beef-Extract al 3% pH 9, poi 
cumulato al concentrato.  
Il campione concentrato, dopo neutralizzazione del pH con HCl 1 N, è stato 
sottoposto a decontaminazione della componente batterica mediante trattamento 
al cloroformio aggiunto in rapporto 1/10 rispetto al volume del concentrato finale. 
La miscela così ottenuta è stata agitata per 15 minuti e poi centrifugata per altri 15 
minuti a 1200 x g; il surnatante recuperato è stato sottoposto a reazioni di 
retrotrascrizione-amplificazione per la ricerca di enterovirus, norovirus ggI e ggII, 
HAV, rotavirus ed adenovirus. 
I campioni concentrati da sottoporre alla ricerca dei colifagi dopo neutralizzazione 
del pH con HCl 1 N sono stati addizionati con glicerolo al 10% e conservati a – 80 
°C (Mendez et al., 2002) fino al momento dell’analisi.   
 
3.2 Monitoraggio mitili 
Complessivamente nel periodo Novembre 2008 - Marzo 2010 sono stati raccolti ed 
analizzati 310 campioni di molluschi bivalvi (Mytilus galloprovincialis) provenienti 
da sei aree di allevamento site nel golfo di La Spezia (Figura 3.3). Tra questi 144 
erano stati sottoposti a trattamenti di depurazione mediante lo stazionamento per 
24 ore in vasche con acqua di mare filtrata ed ozonizzata; mentre gli altri 166 non 
sono stati sottoposti ad alcun trattamento di depurazione. 
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Subito dopo la raccolta, i campioni di molluschi sono stati trasportati in condizioni 
refrigerate al laboratorio dove si è proceduto alla ricerca di adenovirus, norovirus 
GI, GII e HAV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3: Aree di campionamento. Il simbolo rosso   indica il punto dove sono 
collocati gli allevamenti di mitili analizzati. 
 
3.2.1 Trattamento dei mitili per la ricerca virale  
In laboratorio i mitili sono stati trattati con tampone glicina, per favorire il rilascio 
del virus dalla matrice alimentare, con doppia incubazione overnight e 
precipitazione con PEG 8000, allo scopo di concentrare il virus. 
In dettaglio, per ciascun campione sono state eseguite le seguenti fasi operative, 
distribuite in tre giornate: 
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giorno I 
! prelievo di almeno 25 g di epatopancreas  
! aggiunta di tampone glicina 0,05 M pH 9,2 in parti uguali (25 g di campione + 
25 ml di glicina); omogeneizzazione per circa 2 min 
! trasferimento in provette da 50 ml ed incubazione a 5 °C per 30 minuti 
agitando ogni 5 minuti 
! centrifugazione a 10.000 x g per 20 minuti a 5 °C 
! recupero del sovranatante in provette da 50 mL ed aggiunta di PEG 8000 in 
rapporto 3:1 
! agitazione delle provette in modo da distribuire uniformemente il contenuto  
! incubazione overnight a 5 °C per la sedimentazione del virus 
 
giorno II 
! centrifugazione a 10000 x g per 60 minuti a 5 °C 
! risospensione del pellet in 10 mL di acqua UP sterile  
! centrifugazione a 10000 x g  per 20 minuti a 5 °C 
! recupero del sovranatante in provette da 50 mL ed aggiunta di PEG 8000 in 
rapporto 3:1 
! agitazione delle provette in modo da distribuire uniformemente il PEG 8000  
! incubazione overnight a 5 °C per la sedimentazione del virus 
 
giorno III 
! centrifugazione a 10.000 x g per 60 minuti a 5 °C  
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! risospensione del pellet in 3 ml di di H2O UP sterile  
! centrifugazione a 10.000 x g per 20 minuti a 5 °C 
! raccolta e suddivisione del sovranatante in 3 aliquote da 1 ml 
! prosecuzione della prova o congelamento dei campioni a – 80 °C 
 
3.3 Colture di protozoi ciliati da ceppi di collezione  
I ceppi di protisti utilizzati provengono dalla collezione del laboratorio di 
Protistologia-Zoologia dell’Università di Pisa, e sono indicati in tabella 3.1.  
 
Ceppi Habitat Provenienza 
Euplotes focardii ceppo HAB 1 Marino 
Euplotes crassus ceppo SSt 22 Marino 
Euplotes octocarinatus ceppo Fl (12)-VI Acqua dolce 
Paramecium sp. ceppo AL 30 Acqua dolce 
Euplotes aediculatus ceppo RoM8 Acqua dolce 
Euplotes woodruffi ceppo CoMa 6 Acqua dolce 
Laboratorio 
Protistologia-Zoologia 
Università di Pisa 
 
Tabella 3.1: Specie e ceppi di protisti analizzati nello studio 
 
Le colture sono state fatte crescere in concentrazione di circa 106/ml, i ceppi di 
acqua dolce sono stati cibati con l’alga Chlorogonium sp. mentre quelli marini con 
l'alga Dunaliella tertiolecta.  
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Per le prove sperimentali sono state utilizzate colture cellulari di Euplotes 
octocarinatus ceppo Fl (12)-VI proveniente dalla collezione del laboratorio di 
Protistologia-Zoologia dell’Università di Pisa. Le colture sono state fatte crescere a 
23 °C in acqua minerale fino ad concentrazione di circa 106 cellule/ml. Come cibo 
è stata utilizzata l’alga Chlorogonium sp., coltivata in SMC medium (Tabella 3.2), 
previamente filtrato con membrane di porosità di 0.2 !m (Sartorius), in condizioni 
di illuminazione diretta ed aerazione costante.  
 
Nutrienti Concentrazione 
NaCl 1,5 mM 
KCl 0,05 mM 
MgSO4 0,1 mM 
CaCl2 • 2H2O 0,4 mM 
MgCl2• 6H2O 0,05 mM 
NaH2PO4•H2O 2 mM 
Na2HPO4•12H2O 2 mM 
MnCl2 0,5 !M 
FeCl3 9,0 !M 
NH4NO3 1,25 mM 
 
 
Tabella 3.2: Composizione del SMC medium (Miyake e Beyer, 1973). 
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3.3.1 Analisi virologica preliminare dei ceppi da collezione 
Le colture cellulari sono state centrifugate a 400 " g per 10 min a temperatura 
ambiente e il pellet è stato risospeso in 1 ml di PBS e sottoposto a 3 cicli di 
congelamento/scongelamento a – 20 °C per liberare all’esterno eventuali virus 
presenti nelle cellule. Il lisato è stato nuovamente centrifugato per 5 minuti a 400 x 
g, il surnatante recuperato e sottoposto:  
! all’estrazione degli acidi nucleici del campione intero e sue diluizioni (10-1, 
10-2) con successivi test biomolecolari di RT-PCR/PCR  
! all’analisi mediante colture cellulari  
! alla ricerca di colifagi somatici  
 
3.4 Ricerca del genoma virale 
3.4.1 Estrazione degli acidi nucleici 
I campioni dopo il pretrattamento, diverso a seconda della matrice indagata, sono 
stati sottoposti ad estrazione dell’RNA e DNA virale, utilizzando kit commerciali 
(QIAamp RNA Viral Kit, Qiagen e QIAamp DNA mini Kit, Qiagen) già testati su 
materiali ambientali anche complessi (Carducci et al., 2003). 
Questi metodi d’estrazione rapida si avvalgono del legame selettivo degli acidi 
nucleici ad una membrana di gel di silice posta all’interno di una minicolonna ed 
alla loro successiva eluizione. 
L’estrazione è stata effettuata seguendo i protocolli forniti dalla ditta fornitrice dei 
kit ed il genoma virale estratto è stato poi sottoposto a reazioni di amplificazione 
genica mediante PCR ed RT-PCR. 
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3.4.2 PCR e RT-PCR per la ricerca dei virus enterici umani 
Le reazioni per la ricerca di enterovirus, HAV, adenovirus, rotavirus, norovirus 
genogruppo I e II sono riportate nelle tabelle 3.3 e 3.4. Per i virus ad RNA è 
prevista una fase iniziale di retrotrascrizione. La successiva amplificazione 
prevede l’uso di due set di coppie di primer diversi per aumentare la specificità e 
la sensibilità della reazione stessa. I primer utilizzati per ognuna di queste 
amplificazioni sono già stati standardizzati su lavori precedentemente svolti su 
campioni ambientali e permettono l’amplificazione della regione conservata di 
ogni specie virale (Tabella 3.5). 
 
 
Virus Step PCR 
Conc finale Mix di 
reazione 
Volume 
finale 
Cicli di Reazione 
PCR 1° step 
(Conc finale) 
50µl (40µl di 
mix + 10µl 
DNA) ADV 
PCR 2°Step 
(Conc. 
finale) 
Buffer Taq 10X 
MgCl2 1,5 mM 
dNTPs 1 mM 
Primer 0,5 !M 
Taq Polymerase 2U 
50µl (49µl di 
mix + 1µl 
DNA) 
1 ciclo ( 94° C per 3 min ) 35 
cicli ( 94° per 30 sec; 55° C 
per 30 sec; 72° C per 1 min ) 
1 ciclo ( 72° C per 5 min ) 
 
Tabella 3.3: Protocolli di amplificazione qualitativa  dei virus a DNA 
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Virus Step PCR 
Conc finale Mix di 
reazione 
Volume finale Cicli di Reazione 
RT + 
PCR 1°step 
(Conc 
finale) 
 
Buffer 5X (kit RT-
Onestep, Qiagen)  
dNTPs (kit RT-OneStep) 
400 !M 
Enzime mix (kit RT-
OneStep) 1X 
Primer 0,5 !M 
Rnase inhibitor 50U 
50 !l (40 !l di 
mix + 10 !l di 
RNA) 
50°C per 30 min, 95°C 
per 15 min; 
40 cicli (94°C per 1 min, 
37°C per 1min, 72°C per 
1 min); 1 ciclo (72°C per 
10 min) 
Buffer Taq 10X 
MgCl2 2 mM 
dNTPs 0,2 mM 
Primer 0,5 !M 
Taq Polymerase 1U 
 
Norovirus 
GGI e GGII 
 
 
 
 
 
          GGI 
           
           
         GGII 
PCR 2°Step 
(Conc. 
finale) Buffer Taq 10X 
MgCl2 1,5 mM 
dNTPs 0,2 mM 
Primer 0,5 !M 
Taq Polymerase 1U 
50 !l (49 !l di 
mix + 1 !l di 
DNA) 
1 ciclo ( 50° C per 10 
min, 95°C per 10 min, 
96°C per 3 min); 40 cicli 
(95°C per 1 min, 40°C 
per 1min, 72°C per 1 
min); 1 ciclo (72°C per 
10 min) 
RT  
(Conc 
finale) 
Buffer M-MLV 5X 
dNTPs (1:100) 0,2 mM 
Primer HAV2 50 
pmol/!l 
M-MLV RT 4U 
Rnase inhibitor 40U 
30 !l (16.3 !l di 
mix + 13.7 !l di 
RNA) 
95°C per 5 min, 4°C per 
5 min, 42° C per 60 min, 
95°C per 5 min 
PCR 1° step 
(Conc 
finale) 
100µl (90µl di 
mix + 10 µl 
cDNA) 
1 ciclo ( 94° C per 2 min 
); 30 cicli (94°C per 1 
min, 45°C per 1min, 
72°C per 2 min); 1 ciclo 
(72°C per 7 min) 
HAV 
PCR 2°Step 
(Conc. 
finale) 
Buffer Taq 10X 
MgCl2 2,5 mM 
dNTPs (1:100) 0,2 mM 
Primer 50 pmol/!l 
Taq Polymerase 2U 
100µl (95µl di 
mix + 5µl DNA) 
1 ciclo ( 94° C per 2 min 
); 30 cicli (94°C per 1 
min, 45°C per 1min, 
72°C per 2 min); 1 ciclo 
(72°C per 10 min) 
RT 
Buffer M-MLV 5X 
dNTPs 0,5 mM 
Primer EV03 1,25 !M 
M-MLV RT 100U 
Rnase inhibitor 10U 
20 !l (10 !l di 
mix + 10 !l di 
RNA) 
42° C per 60 min, 95° C 
per 5 min 
PCR 1° step 
(Conc 
finale) 
Buffer Taq 10X 
MgCl2 3,5 mM 
dNTPs 0,2 mM 
Primers 0,25 !M 
Taq Polymerase 2U 
100µl (80µl di 
mix + 20µl 
cDNA) 
1 ciclo ( 94° C per 1 min) 
25 cicli ( 94° per 30 sec; 
55° C per 1 min; 72° C 
per 1 min ) 1 ciclo ( 72° 
C per 3 min ) 
ENTEROVIR
US 
PCR 2°Step 
(Conc. 
finale) 
Buffer Taq 10X 
MgCl2 3 mM 
dNTPs 0,2 mM 
Primer 0,5 !M 
Taq Polymerase 2U 
100µl (98µl di 
mix + 2µl DNA) 
1 ciclo ( 94° C per 1 min) 
40 cicli ( 94° per 30 sec; 
55° C per 1 min; 72° C 
per 1 min ) 1 ciclo ( 72° 
C per 10 min ) 
ROTAVIRUS 
RT Buffer M-MLV 5X 
dNTPs 0,5 mM 
Primer RV1 1,25 !M 
M-MLV RT 100U 
20 !l (10 !l di 
mix + 10 !l di 
RNA) 
94°C per 4 min, 0°C per 
10 min, 42° C per 60 
min, 95° C per 5 min 
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Rnase inhibitor 10U 
PCR 1° step 
(Conc 
finale) 
Buffer Taq 10X 
MgCl2 1,5 mM 
dNTPs 0,2 mM 
Primer 0,25 !M 
Taq Polymerase 2U 
100µl (80µl di 
mix + 20µl 
cDNA) 
1 ciclo (94°C per 1 min), 
25 cicli (94°C per 30 sec, 
55°C  per 1 min, 72°C 
per 1 minuto), 1 ciclo 
(72°C per 3 min) 
PCR 2°Step 
(Conc. 
finale) 
Buffer Taq 10X 
MgCl2 3,5 mM 
dNTPs 0,2 mM 
Primer 0,5 !M 
Taq Polymerase 2U 
100µl (98µl di 
mix + 2µl DNA) 
1 ciclo (94°C per 1 min), 
40 cicli (94°C per 30 sec, 
55°C  per 1 min, 72°C 
per 1 minuto), 1 ciclo 
(72°C per 3 min) 
 
Tabella 3.4: Protocolli di amplificazione qualitativa dei virus a RNA 
 
VIRUS OLIGONUCLEOTIDE REGIONE SEQUENZE 5’-3’ RIF. BIBL. 
ENTEROVIRUS 
EV03  
EV05 
EV06 
5’ UTR 
ATT GTC ACC ATA AGC AGC CA 
CAC GGA CAC CCA AAG TA 
CAA GCA CTT CTG TTT CCC CGG 
Gilgen et al, 
1997 
 
HAV 
 
HAV 1 
HAV 2 
HAV 3 
HAV 4 
2A-2B 
ATG CTT GGA TTG TCT GGA GT 
GAA CAA ATA TCT CTT AAC CA 
ATG ATG TTT GGA TTT CAT CAT 
CTG GAG TCC ATT TGC CAA TT 
Divizia et al, 
1989 
 
NOROVIRUS 
GGI 
 
JV12Y 
JV13i 
G1 
RNA pol. 
ATA CCA CTA TGA TGC AGA YTA 
TCA TCA TCA CCA TAG AAI GAG 
TCN GAA ATG GAT GTT GG 
Vennema et 
al, 2002 
NOROVIRUS 
GGII 
JV12Y 
JV13i 
Ni-R 
RNA pol. 
ATA CCA CTA TGA TGC AGA YTA 
TCA TCA TCA CCA TAG AAI GAG 
AGC CAG TGG GCG  ATG GAA TTC 
Vennema et 
al, 2002 
 
 
ROTAVIRUS 
 
RV1 
RV2 
RV3 
RV4 
Gene VP7 
GTC ACA TCA TAC AATTCT AAT CTA AG 
CTT TAA AAG AGA GAA TTT CCG TCT G 
TGT ATG GTA TTG AAT ATA CCA C 
ACT GAT CCT GTT GGC CAW CC  
Gilgen et al, 
1997 
 
 
ADENOVIRUS 
 
Hex1deg 
Hex2deg 
Nehhex3deg 
Nehex4deg 
E1-A/B 
GCC SCA RTG GKC WTA CAT GCA CAT C 
CAG CAC SCC ICG RAT GTC AAA 
GCC CGY GCM ACI GAI ACS TAC TTC 
CCY ACR GCC AGI GTR WAI CGM RCY TTG TA 
Allard et al, 
2001 
 
Tabella 3.5: Primers e regioni genomiche virali amplificate 
 
I frammenti genomici ottenuti dalle diverse amplificazioni sono stati infine 
visualizzati sottoponendoli, dopo l’aggiunta di 1 µl di loading buffer a 30 µl di 
amplificato, a separazione elettroforetica in gel di agarosio al 2% colorato con 
bromuro di etidio, in tampone di corsa TBE 1X. 
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Nella corsa elettroforetica, condotta a 80V per 10 minuti e 120V per 30 minuti, 
insieme ai campioni sono stati fatti correre: 
! Un marker di frammenti di DNA a pesi molecolari noti (100bp DNA Ladder), 
per poter individuare la banda corrispondente alla regione amplificata; 
! Un controllo positivo ed uno negativo per valutare la validità dei risultati. 
Alla fine della corsa elettroforetica il gel è stato osservato al transilluminatore a 
raggi UV. 
 
3.4.2.1 Sequenziamento 
Alcuni campioni risultati positivi alla PCR e RT-PCR sono stati purificati 
utilizzando il kit “QIAquick PCR Purification Kit” (Qiagen) e confermati tramite 
sequenziamento genico con lo strumento ABI PRISM 310 Genetic Analyser 
(Applied Biosystem); le sequenze ottenute sono state infine comparate con 
sequenze omologhe disponibili nelle banchedati (Genbank/EMBL databases). 
 
3.4.3 Real Time PCR 
Per alcune matrici i campioni risultati positivi alla PCR qualitativa per adenovirus 
e norovirus sono stati quantificati tramite real-time PCR.  
La real time PCR quantitativa è utilizzata per determinare la quantità iniziale di 
uno specifico gene target nel campione in esame e si basa sulla misurazione di un 
segnale di fluorescenza generato durante una reazione di PCR, come conseguenza 
della sintesi dell’amplicone. La quantità di fluorescenza ad ogni ciclo di 
amplificazione risulta proporzionale alla quantità di prodotto sintetizzato. 
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Adenovirus 
La quantificazione del DNA di adenovirus nei campioni in esame è stata effettuata 
secondo il metodo descritto da Hernroth e colleghi (2002) che prevede l’utilizzo 
dei seguenti primers: 
! Primer AdF: 5’-CWT ACA TGC ACA TCK CSG G-3’ 
! Primer AdR: 5’- RCG GGC RAA YTG CAC CAG-3’ 
e della probe: 
! Probe AdP1: 5’-FAM- CCG GGC TCA GGT ACT CCG AGG CGT CCT -
TAMRA-3’ 
entrambi progettati su una regione conservata della prima parte del gene 
dell’esone che codifica per proteine strutturali virali.  
La miscela di reazione contenente, oltre ai primer e alla probe, anche la TaqMan 
Universal Master Mix (Applied Biosystem) alla concentrazione finale 2X (Tabella 
3.6) è stata aliquotata in quantità di 15 !l nei pozzetti della micropiastra a cui sono 
stati aggiunti, in alcuni, 10 !l di campione, in altri 10 !l dello standard 
opportunamente diluito (da 108 a 102 copie/ml). Inoltre, per verificare che la 
miscela preparata non avesse subito contaminazioni, sono stati inseriti dei 
controlli negativi contenenti, oltre alla mix, 10 !l di acqua al posto dell’estratto del 
campione di interesse. Il campione, gli standard e il controllo negativo sono stati 
ripetuti in triplo. 
La micropiastra è stata poi coperta da uno strip adesivo prima del suo inserimento 
nello strumento. 
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Virus Step PCR 
Conc finale Mix di 
reazione 
Volume 
finale 
Cicli di Reazione 
ADV Q-PCR  
Mix 2X 
Primer AdF 0,9 !M 
Primer AdR 0,9 !M 
Sonda AdP1 0,225 !M 
25 µl (15µl di 
mix + 10µl 
DNA) 
1 ciclo (50° C per 2 min )  
1 ciclo (95°C per 10 min) 
45 cicli (95° per 15 sec; 
55° C per 30 sec; 60° C 
per 1 min )  
 
Tabella. 3.6: Miscela di reazione della QPCR di adenovirus 
 
La TaqMan Universal Master Mix utilizzata conteneva la polimerasi AmpliTaq 
Gold, l’enzima AmpErase uracil-N-glycosilase (UNG) e i nucleotidi in cui dTTP è 
sostituito da dUTP, incorporato nella sintesi TaqMan al posto di dTTP. L’enzima 
UNG agisce sul DNA a doppio filamento tagliando la base uracilica e creando un 
sito apirimidinico che blocca la sintesi da parte della DNA polimerasi e rende la 
doppia elica molto sensibile all’idrolisi acido basica. In questo modo viene 
impedita l’ulteriore amplificazione dei prodotti delle precedenti reazioni di PCR, 
attraverso la degradazione di quei siti genomici che contengono dUTP (Longo et 
al., 1990). L’enzima UNG è attivo alla temperatura di 50 °C e viene poi inibito alla 
temperatura di denaturazione, prima della caratteristica reazione di PCR. 
L’amplificazione è avvenuta secondo le seguenti fasi: 
1. Fase di attivazione della UNG  
2. Fase di attivazione della polimerasi AmpliTaq Gold
TM
  
3. Fase di denaturazione  
4. Fase di ibridazione dei primers ed estensione. 
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Norovirus 
Per la ricerca del genova di norovirus è stato utilizzato il kit Andiatec Norovirus 
Real Time RT-PCR che contiene l’enzima della retrotrascrizione, la Taq polimerasi, 
primer specifici, sonde TaqMan e altri materiali addizionali per la diagnosi di 
norovirus genogruppo I e II, permettendo di effettuare la retro trascrizione e la 
PCR in un unico passaggio. L’amplicone specifico per i norovirus è stato misurato 
tramite fluorescenza FAM attraverso il sistema Applied Biosystems Prism 7300. 
Nei pozzetti della micropiastra sono stati aliquotati 15 !l della miscela di reazione 
contenente la Mix degli enzimi ed un mix tra primer e sonda secondo i volumi 
riportati in tabella 3.7. 
 
 
 
Virus Step PCR 
Volume Mix di 
reazione 
Volume 
finale 
Cicli di Reazione 
NoV Q-PCR  
Enzime-Mix 0,8µl 
Primer and Probe mix 
14,2 µl 
20 µl (15µl 
di mix + 5µl 
RNA) 
1 ciclo (45° C per 30 min )  
1 ciclo (95°C per 2 min) 
45 cicli (95° per 20 sec; 53° 
C per i min; 72° C per 20 
sec )  
 
Tabella 3.7: Miscela e tempi di reazione della QPCR di Norovirus 
 
Alla mix, nei pozzetti prestabiliti, sono stati poi aggiunti 5 !l del campione di 
RNA, del controllo positivo e di quello negativo, e la micro piastra ricoperta con 
adesivo ottico.  
Sono state inoltre preparate una serie di diluizioni del positivo (da 104 a 102) che 
hanno permesso la costruzione della retta standard sulla quale sono stati definiti i 
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valori quantitativi dei campioni ignoti. I campioni, gli standard e i controlli 
negativi sono stati analizzati in triplo. 
Per escludere eventuali inibitori presenti nel campione, la mix di amplificazione 
conteneva un controllo interno la cui fluorescenza è stata misurata attraverso una 
sonda marcata VIC/HEX. 
 
 
3.5 Isolamento di adenovirus su colture cellulari 
Per valutare l’infettività dei campioni positivi per adenovirus un’aliquota del 
campione, è stata seminata su monostrati di cellule A549 (cellule alveolari umane 
di tipo epiteliale basale), fornite dalla European Collection of Cell Culture e 
risultate come particolarmente adatte per l’isolamento di adenovirus (Hashimoto 
et al., 1991). Dopo un’ora di contatto a 37 °C, tempo necessario a consentire 
l’adsorbimento dei virus eventualmente presenti, i campioni inoculati sono stati 
eliminati dalle fiasche per essere sostituiti con terreno di mantenimento 
contenente il 2% di siero fetale bovino. Contemporaneamente è stata preparata 
una fiasca di controllo non seminata.  
Le fiasche, incubate in termostato a 37 °C, sono state osservate quotidianamente, 
insieme al controllo, al microscopio ottico invertito per almeno 10 giorni o fino alla 
comparsa di un eventuale ed evidente effetto citopatico.  
Ogni fiasca è stata poi congelata a – 20 °C e scongelata a temperatura ambiente per 
tre volte successive. Il lisato è stato centrifugato per 3 minuti a 250 x g, il 
surnatante recuperato e sottoposto ad almeno altri due passaggi su nuovi 
monostrati di cellule A549, in modo da confermare la negatività o la positività.  
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In caso di assenza di effetto citopatico i lisati cellulari dopo 3 passaggi sono stati 
sottoposti ad estrazione del DNA e sottoposti a nested PCR come già descritto 
precedentemente. 
 
3.6 Ricerca dei colifagi somatici 
La ricerca dei colifagi somatici è stata effettuata secondo la norma ISO/DIS 10705-
2. I campioni di liquami sono stati sottoposti all’analisi quantitativa mentre le 
colture di protisti a quella qualitativa “spot test”. 
 
Analisi quantitativa 
Sono state preparate aliquote da 2,5 ml di semisolid Modified Scholtens’Agar 
(ssMSA) con CaCl2, per favorire l’attacco dei fagi sui batteri, e mantenute in stato 
liquido a bagnomaria alla temperatura di circa 45 °C.  
A ciascuna aliquota sono stati aggiunti: 
• 1 ml della coltura di E. coli C (ATCC 13706) in fase esponenziale di 
crescita, preparata facendo crescere i batteri per circa 3 h a 37 °C in 
Modified Scholtens’Broth (MSB) (Assorbenza = 0,35 a 640 nm misurato 
con spettrofotometro). 
• 1 ml del campione diluito in duplicato (in base al tipo di campione: 
1:10 e 1:102 per il liquame in uscita dal depuratore e 1:103-1:104 per il 
liquame non trattato). 
 
Per ogni serie di campioni sono stati eseguiti anche due negativi procedurali, 
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utilizzando al posto dei campioni l’MSB ed il terreno usato per le diluizioni, ed un 
controllo positivo di riferimento utilizzando una diluizione decimale del 
batteriofago "X174 (ATCC B1-13706). 
 
La miscela così ottenuta è stata poi mescolata e versata su 2 piastre Petri, da 9 cm 
di diametro, precedentemente preparate con uno strato di 20 ml di Modified 
Scholtens’Agar (MSA). Le piastre sono state fatte asciugare e poi incubate a 37 °C 
per 18±2 h. 
La lettura è stata eseguita contando il numero delle placche di lisi visibili sulle 
piastre tenendo conto del fattore di diluizione e della concentrazione. I risultati 
sono stati espressi in PFP/100ml. 
 
Analisi qualitativa “spot test” 
12,5 ml di MSB a cui sono stati aggiunti 75 !l della soluzione di cloruro di calcio 
(CaCl2 1M), e 125 !l di E. coli C (ATCC 13706) sono stati incubati a 37 °C per circa 3 
h. Successivamente il brodo, a cui sono stati aggiunti 500 !l di campione, è stato 
incubato a 37 °C per altre 18 h. Trascorso tale tempo 1 ml della coltura è stato 
addizionato con 0,4 ml di cloroformio e centrifugato a 3000 x g per 5 min. 
Sono state poi preparate piastre Petri, da 9 cm di diametro, con uno strato di 20 ml 
di MSA su cui è stata versata una miscela contenete 2,5 ml di ssMSA con CaCl2, ed 
1 ml della coltura di E. coli C (ATCC 13706) in fase esponenziale di crescita.  
Dopo 30 minuti a 37 °C su ogni piastra è stata posta una goccia di ogni coltura 
trattata al cloroformio e dopo un ulteriore incubazione a 37 °C per 18 h le piastre 
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sono state esaminate per la presenza di una zona chiara nell’area della macchia 
“spot” che indica la presenza di colifagi nel campione originale (Figura 3.4). 
Per ogni serie di campioni sono stati eseguiti anche:  
due negativi procedurali, utilizzando al posto dei campioni l’MSB ed un controllo 
positivo di riferimento utilizzando una diluizione decimale del batteriofago 
!X174 (ATCC B1-13706). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4:  Placche di lisi del batteriofago  !X174. 
 
3.7 Scelta e messa a punto della tecnica da utilizzare 
per la rilevazione di virus enterici in protisti  
Il virus scelto per le prove di contaminazione è stato Adenovirus di tipo 2 (NCPV 
#00213) a concentrazione nota (1,44 x 108 copie/ml). 
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Sono state testate 2 possibili metodiche:  
- la nested-PCR per la ricerca di Adenovirus preceduta da due possibili 
trattamenti (serie di lavaggi ed uso di proteinasi K e DNasi) del campione 
per rimuovere il virus presente nel mezzo di coltura 
- l’immunofluorescenza (IF).  
 
Serie di lavaggi 
900 µl di Euplotes octocarinatus sono stati mantenuti in contatto con 100 µl di 
Adenovirus per 1 h dopodiché le cellule sono state centrifugate a 400 x g per 5 
minuti ed il pellet recuperato e lavato 4 volte con 1 ml di PBS sterile. Dopo i 
lavaggi le cellule sono state sottoposte a 3 cicli di congelamento/scongelamento e 
centrifugate nuovamente a  400 x g per 5 minuti per rimuovere i detriti cellulari. Il 
surnatante recuperato infine è stato sottoposto ad estrazione del DNA e nested-
PCR per la ricerca di adenovirus secondo i protocolli già descritti 
precedentemente. 
 
Eliminazione dei virus mediante proteinasi K e DNasi  
Inizialmente sono state condotte una serie di prove preliminari per stabilire le 
concentrazioni ed i tempi di contatto di proteinasi K (PK) e DNasi necessarie per 
eliminare il virus presente in un aliquota di 100 µl a concentrazione nota e tali da 
non danneggiare la cellula del ciliato. A tal fine sono state testate le concentrazioni 
ed i tempi riportati nelle tabelle 3.8 e 3.9 quindi si è proceduto con le prove. 
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Quantità PK (20 mg/ml) Tempo a 37?C 
10 µl 5 min 
10 µl 5 min 
10 µl 10 min 
10 µl 10 min 
20 µl 5 min 
20 µl 5 min 
20 µl 10 min 
20 µl 10 min 
10 µl 15 min 
10 µl 20 min 
10 µl 30 min 
 
Tabella 3.8: Quantità di PK e tempi testati nelle prove di messa a punto del metodo  
 
 
 
 
 
 
Tabella 3.9: Quantità di DNasi testata per eliminare il DNA presente in 100 µl di 
adenovirus stock nelle prove di messa a punto del metodo  
Quantità Dnasi (1500 U) Estratto DNA 
5 µl 
2,5 µl 
100 µl 
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Un’aliquota da 18 ml di Euplotes octocarinatus è stata mantenuta in contatto con 2 
ml di adenovirus e, dopo intervalli di 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 1g, 2gg, 3gg, 4gg, 7gg; 
1 ml di coltura è stato prelevato ed addizionato con 10 µl di PK per 15 min a 37 °C 
e 2,5 µl di DNasi per 10 min a temperatura ambiente. Successivamente i campioni 
sono stati centrifugati a 400 x g per 5 minuti ed il pellet recuperato e lavato 4 volte 
con 1 ml di PBS sterile. Dopo i lavaggi le cellule sono state sottoposte a 3 cicli di 
congelamento/scongelamento e centrifugate nuovamente a  400 x g per 5 minuti 
per rimuovere i detriti cellulari. Il surnatante recuperato infine è stato sottoposto 
ad estrazione del DNA e nested-PCR per la ricerca di adenovirus secondo i 
protocolli già descritti precedentemente. 
 
Immunofluorescenza 
Prima di poter testare la tecnica di immunofluorescenza (IF) è stato necessario:  
- individuare la velocità da utilizzare per recuperare il maggior numero di 
cellule senza danneggiarle 
- verificare che il fissativo previsto dal protocollo dell’IF fosse adatto alla 
cellula di Euplotes.  
 
Prove per la scelta delle velocità e tempi di centrifugazione delle cellule 
Aliquote da 1 ml di coltura di E. octocarinatus sono state sottoposte ad una serie di 
4 lavaggi con PBS sterile intervallati da centrifughe a differenti velocità per tempi 
diversi come riportato in tabella 3.10. Dopo le centrifughe le cellule sono state 
osservate allo stereomicroscopio per valutarne la vitalità ed il numero.  
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Tabella 3.10: Velocità e tempi di centrifuga delle cellule di Euplotes testati nella messa a 
punto del metodo che utilizza l’IF 
 
Prove di fissazione 
Cellule di E. octocarinaatus sono state poste su un vetrino, fatte asciugare all’aria e 
poi immerse in acetone a freddo per 10 minuti. Trascorso tale tempo sono state 
colorate con una soluzione di cristal violetto allo 0,1% ed osservate al microscopio 
ottico. 
Velocità Tempo 
1500 x g 5 min 
900 x g 5 min 
900 x g 7 min 
900 x g 10 min 
600 x g 5 min 
225 x g 5 min 
200 x g 5 min 
200 x g 3 min 
175 x g 5 min 
175 x g 3 min 
150 x g 5 min 
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Immunofluorescenza diretta (IF) 
Cellule di E. octocarinatus sono state centrifugate a 175 x g per 3 minuti, il 
surnatante eliminato lasciandone qualche µl sul fondo per risospendere il pellet e 
gocciolarlo sui pozzetti di un vetrino da IF. I vetrini sono poi stati fatti asciugare 
all’aria e fissati in acetone a freddo come descritto precedentemente. 
Successivamente ad ogni pozzetto è stata aggiunta 1 goccia di anticorpo 
monoclonale anti proteine virali coniugato con la fluoresceina [anti-Adenovirus 
GROUP FITC (Argene)] ed i vetrini sono stati incubati a 37 °C per 15 minuti in 
camera umida. Dopo l’incubazione i vetrini sono stati risciacquati con acqua 
deionizzata sterile  ed asciugati all’aria, infine ad ogni pozzetto è stata aggiunta 
soluzione di montaggio (Argene) prima dell’osservazione al microscopio ad 
immunofluorescenza  (Leica DMR) con ingrandimenti 25x, 40x e 63x. La presenza 
di una fluorescenza verde all’interno delle cellule su uno sfondo rosso è stata 
considerata positiva. 
 
3.8 Prove sperimentali di infezione virus-protisti 
3.8.1 Esperimenti di infezione a diversi tempi di contatto 
Gli esperimenti sono stati effettuati in fiasche sterili da 25 cm2 contenenti 9 ml di 
coltura di E. octocarinatus in concentrazione di circa 106 cellule/ml. Un ml di 
sospensione stock virale è stata aggiunta a ciascuna fiasca, mentre i controlli 
hanno ricevuto lo stesso volume di acqua minerale. Dopo 5 min, 15 min, 30 min, 
45 min, 1h, 3h, 6h, 24h, 48h, 72h, 7, 10, 45 e 105 giorni di contatto tra virus ed 
Euplotes a temperatura ambiente, queste sospensioni cellulari sono state 
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centrifugate a 175 x g per 3 min e i pellet sono stati lavati quattro volte in 10 ml di 
acqua sterile per rimuovere il virus libero nel mezzo e analizzati mediante IF.  
 
3.8.2 Valutazione della sopravvivenza di adenovirus in 
cellule di Euplotes  
In fiasche sterili da 75 cm2 contenenti 45 ml di coltura di E. octocarinatus sono stati 
aggiunti 5 ml di Adenovirus. Dopo 1h di contatto le cellule sono state lavate per 4 
volte con acqua minerale sterile allo scopo di eliminare il virus libero nel mezzo, 
quindi risospese in acqua minerale e mantenute a temperatura ambiente in coltura 
fino a 35 giorni cibandole regolarmente con l’alga Chlorogonium sp. e lavandole 
ogni 1-2 giorni con acqua sterile. Durante questo periodo a differenti intervalli di 
tempo (1g, 3g, 7g, 8g, 11g, 14g, 16g, 21g, 35g) aliquote da 10 ml di coltura sono 
state prelevate, centrifugate a 175 x g per 3 minuti ed il pellet analizzato mediante 
immunofluorescenza.   
 
3.9 Valutazione della presenza di protisti ospitanti 
adenovirus negli impianti di trattamento dei liquami 
 
Per valutare la presenza di protisti ciliati contenti adenovirus in matrici idriche 
naturali, si è proceduto all’analisi del “mixed liquor” proveniente dalla vasca di 
ossidazione dell’impianto di depurazione già descritto precedentemente. A questo 
scopo campioni da 250 ml sono stati prelevati dalla vasca di ossidazione 
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dell’impianto e posti in un contenitore sterile di plastica. Per evitare che si 
potessero verificare situazioni di anossia con alterazioni nella comunità microbica 
del fango, il campione è stato mantenuto areato per mezzo di un insufflatore 
d’aria con setto poroso alimentato da una batteria, durante il trasporto e fino al 
momento dell’analisi. 
Le cellule di ciliati sono state individuate osservando, allo stereomicroscopio, il 
campione di fango diluito con acqua prelevata dallo stesso campione e filtrata 
attraverso un filtro sterile da 0,2 µm; sono quindi state prelevate singolarmente 
tramite micropipetta capillare, poste su vetrini ed analizzate mediante IF.  
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
4.1 Monitoraggio del liquame  
I dati riguardanti la presenza e la resistenza ai trattamenti dei virus enterici 
patogeni nell’impianto di trattamento delle acque reflue studiato, integrano i dati 
già raccolti in un precedente studio del 2007, e sono riassunti nel grafico 4.1.   
I risultati ottenuti rilevano la costante presenza di virus patogeni per l’uomo nelle 
acque disinfettate in uscita dall’impianto. In particolare, adenovirus è stato il virus 
maggiormente presente tanto nei liquami in entrata (100%) quanto nei reflui 
depurati in uscita dall’impianto (90%), mentre il 72% (23 su 32 campioni) dei 
liquami grezzi è risultato positivo per norovirus, il 75% (24 su 32) per rotavirus ed 
il 6% (2 su 32) per enterovirus. HAV è stato rilevato soltanto in un campione di 
liquame grezzo, prelevato in data 12 marzo 2007 e in un campione prelevato in 
uscita il 4 giugno 2007. Nonostante i trattamenti, il 65% (21 su 32) dei campioni in 
uscita è risultato positivo per norovirus, il 40% (13 su 32) per rotavirus ed il 3% (1 
su 32) per enterovirus. 
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Grafico 4.1: Percentuale dei campioni di liquame risultati positivi alle analisi virologiche 
qualitative in entrata e in uscita dell’impianto di depurazione (I dati comprendono il 
periodo dal 26 Novembre 2007 al 7 Giugno 2010)  
 
 
Per valutare la riduzione della carica virale dall’impianto studiato, i campioni 
risultati positivi alla PCR qualitativa per adenovirus, e norovirus sono stati 
quantificati mediante Real-Time PCR e analizzati mediante Software Detection 
System. Nelle figure 4.1 e 4.2 sono riportati in scala logaritmica il numero delle 
copie genomiche/ml dei suddetti virus presenti sia in entrata che in uscita 
dall’impianto e l’andamento lineare, sempre in scala logaritmica, del tasso di 
abbattimento dell’impianto. 
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Figura 4.1: Andamento di adenovirus in entrata e in uscita dell’impianto di trattamento 
dei reflui urbani e relativo abbattimento dell’impianto (I dati comprendono il periodo dal 
26 Novembre 2007 al 7 Giugno 2010)  
 
 
 
Figura 4.2: Andamento dei norovirus in entrata e in uscita dell’impianto di trattamento 
dei reflui urbani e relativo abbattimento dell’impianto (I dati quantitativi comprendono 
solo il periodo dal 23 Febbraio 2009 al 7 Giugno 2010)  
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Per quanto riguarda adenovirus i dati mostrano un andamento abbastanza 
regolare sia in entrata che in uscita dall’impianto anche se la concentrazione del 
virus all’entrata si mantiene sempre più alta rispetto a quella in uscita. In 
particolare, in entrata la concentrazione media osservata è stata di 3,44 x 107 copie 
genomiche/ml, (DS ±1,1 x 108) in entrata, mentre di 3 x 106 copie genomiche/ml 
(DS ±9,2 x 106) in uscita. Se ne deduce che il depuratore non riesce mai ad 
eliminare completamente la carica virale e presenta un abbattimento medio di 1,87 
Log (DS ±0,87). 
A differenza di adenovirus, norovirus non è presente in tutti i campioni. In quelli 
in cui é stato ritrovato si è osservata una concentrazione media in entrata pari a 
1,12 x 109 copie genomiche/ml (DS ±2,7 x 109), e una concentrazione media in 
uscita di 1,18 x 109 copie genomiche/ml (DS ±3,4 x 109). Da questi dati emerge che 
l’impianto di depurazione non è in grado di eliminare norovirus, infatti 
l’abbattimento medio è risultato negativo -0,1 Log (DS±0,59). 
 
Per quanto riguarda la ricerca degli indicatori fagici, i risultati ottenuti tramite la 
conta delle placche di lisi sono riportati in figura 4.3 insieme all’abbattimento 
dell’impianto.  
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Figura 4.3: Andamento dei colifagi somatici in entrata e in uscita dell’impianto di 
trattamento dei reflui urbani e relativo abbattimento dell’impianto (I dati comprendono il 
periodo dal 26 Novembre 2007 al 7 Giugno 2010)  
 
Sia i dati storici che quelli più recenti evidenziano la costante presenza di fagi nel 
liquame grezzo e nelle acque reflue depurate, con una concentrazione media totale 
di 2,28 x 106 UFP/100 ml (DS ±1,9 x 106) nel primo e di 1,9 x 104 UFP/100 ml (DS 
±2,4 x 104) nelle seconde. L’abbattimento medio tra l’entrata e l’uscita 
dell’impianto di depurazione è stato di 2,18 Log (DS ±0,43). 
Il ritrovamento dei virus enterici nei liquami in entrata e in uscita degli impianti di 
depurazione è in accordo con molti studi su scala globale (Ehlers et al., 2005; 
Kokkinos et al., 2010; Komninou et al., 2004; Lodder e De Roda Husman, 2005) ed è 
indicativo della loro resistenza ai trattamenti di depurazione, come riportato in 
vari studi (Carter et al., 2005; Gerba, 2002; Meng e Gerba, 1996).  
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4.2 Monitoraggio mitili  
I risultati del monitoraggio effettuato sui mitili sono riassunti nel grafico 4.2. Sul 
totale dei 310 campioni analizzati il 13,5% (42 su 310) è risultato positivo per 
adenovirus, il 7% (22 su 310) per norovirus mentre lo 0,3% per HAV (1 su 310). I 
mitili non depurati hanno presentano una contaminazione virale maggiore 
rispetto a quelli depurati per quanto riguarda adenovirus: 16% (26 su 166) i primi 
contro l’11% (16 su 144) dei secondi. Invece HAV, è stato ritrovato in un solo 
campione non depurato e in nessuno tra quelli depurati, mentre nessuna 
differenza significativa è stata rilevata per norovirus che è risultato positivo 
per circa il 7% in entrambi i tipi di campioni.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Grafico 4.2: Percentuale dei campioni di mitili deputati e non, risultati positivi alle analisi 
virologiche qualitative (I dati comprendono il periodo dal Novembre 2008 a Marzo 2010)  
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I campioni risultati positivi per norovirus sono stati sottoposti sia al 
sequenziamento genico che alla quantificazione mediante RealTime-PCR. Il 
sequenziamento ha confermato la presenza del virus su 14 dei 22 campioni 
risultati positivi: i virus in questi campioni sono risultati appartenere al 
genogruppo 2. In tabella 4.1 sono riportati i numeri di accesso ottenuti utilizzando 
il database GeneBank. 
 
Tipo di campioni Genogruppo 
Sequenziamento  
(numero di accesso per le banche dati) 
Depurati GG-II FJ913998.1 (2); GU991355.1; EU072276.1 
Non depurati GG-II 
FJ913998.1; GU991354.1 (2); AM905371.1; 
GQ303445.1; FJ595925.1; GQ845370.1; 
DQ138996.1; AB447458.1; GQ845370.0 
 
Tabella 4.1: Numeri di accesso relativi al sequenziamento dei mitili positivi per norovirus 
 
La quantificazione dei campioni mediante RealTime-PCR ha mostrato un basso 
numero di copie genomiche nei mitili analizzati, per la maggior parte con un ciclo 
soglia (Ct) compreso tra 34 e 39, ad eccezione di 3 campioni con Ct leggermente 
più alto e compreso tra 24 e 27.   
Anche in questo caso il monitoraggio ha permesso di ritrovare adenovirus in 
percentuale maggiore rispetto agli altri virus nei bivalvi sottoposti a depurazione, 
e confermando ancora una volta la resistenza dei virus ai trattamenti utilizzati 
comunemente negli impianti di stabulazione come già evidenziato da altri autori 
(Croci et al., 2007; Schwab et al., 1998; Ueki et al., 2007). Studi sull’efficacia della 
depurazione con ozono di Mytilus galloprovincialis contaminati con poliovirus 1 e 
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HAV  hanno dimostrato come, anche se durante la prime 24 ore di depurazione si 
assisteva ad una rapida diminuzione del titolo, gli enterovirus erano ancora 
rilevabili dopo le successive 72 ore (Croci et al., 1992). 
 
4.3 Analisi virologica preliminare su protisti 
provenienti da colture di laboratorio 
Allo scopo di mettere a punto un test che permetta di analizzare le possibili 
interazioni tra virus enterici e protozoi, si è inizialmente proceduto alla ricerca di 
virus umani (enterovirus, adenovirus, rotavirus, virus dell’epatite A, norovirus 
GGI, GGII e colifagi somatici) di interesse igienico sanitario in ceppi di protozoi sia 
marini che di acqua dolce isolati in campioni ambientali e facenti parte di una 
collezione, per escludere la presenza di questi virus.  Sono stati esaminati 6 diversi 
ceppi di protozoi (2 marini e 4 di acqua dolce) e l’alga utilizzata come cibo per la 
loro crescita (Chlorogonium sp).  
 
Tutti i ceppi di protisti esaminati hanno dato esito negativo allo “spot test” per 
quanto riguarda la presenza di colifagi somatici (Tabella 4.2). 
 
 
 
 
 
                                                                                                                 Risultati e Discussione 
 77 
Ceppi di protisti Colifagi somatici 
Euplotes focardii ceppo HAB 1 Assenza 
Euplotes crassus ceppo SSt 22 Assenza 
Euplotes octocarinatus ceppo Fl (12)-VI Assenza 
Paramecium sp. ceppo AL 30 Assenza 
Euplotes aediculatus ceppo RoM8 Assenza 
Euplotes woodruffi ceppo CoMa 6 Assenza 
 
Tabella 4.2: Risultati spot test per la ricerca di colifagi somatici nei ceppi di protisti 
analizzati 
 
Anche l’analisi PCR e RT-PCR per la ricerca dei virus enterici patogeni 
enterovirus, norovirus GGI e GGII, rotavirus, e HAV ha dato esito negativo, 
mentre il DNA di adenovirus è stato ritrovato in E. aediculatus ceppo RoM8 e E. 
woodruffi ceppo CoMa 6, entrambi d’acqua dolce (Tabella 4.3).  
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 HAdV 
 
EV 
 
 
RV 
 
NoV 
GGI 
NoV 
GGII 
HAV 
Euplotes focardii 
ceppo HAB 1 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
Euplotes crassus 
ceppo SSt 22 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
Euplotes 
octocarinatus 
ceppo Fl (12)-VI 
0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
Paramecium sp. 
ceppo AL 30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
Euplotes 
aediculatus 
ceppo RoM8 
2/3 
0/3 
0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
Euplotes woodruffi 
ceppo CoMa 6 
2/3 
2/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
 
Tabella 4.3: Risultati delle PCR/RT-PCR per la ricerca di virus enterici in ceppi di 
protisti presenti in collezione. Per ogni campione è stato analizzato il campione intero e le 
due diluizioni 10-1 e 10-2 cellule/ml. 
 
I due ceppi risultati positivi sono stati testati una seconda volta, facendo crescere 
nuovamente le colture a partire dallo stock di collezione: in questo secondo caso il 
DNA di adenovirus è stato ritrovato solamente nel ceppo CoMa 6 (Tabella 4.3), in 
particolare nel campione intero e nella diluizione 10-2 cellule/ml, e nel campione 
intero e nelle due diluizioni dell’alga Chlorogonium sp. utilizzata da questo ciliato 
come cibo.  
I campioni positivi sono stati analizzati per 3 passaggi su colture cellulari e 
nessuno ha mostrato effetto citopatico (cpe), ma la PCR effettuata sui lisati 
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cellulari dopo il terzo passaggio è risultata positiva indicando l’infettività del virus 
(Tabella 4.4). 
I risultati del sequenziamento genico hanno confermato la positività dei campioni 
individuando Adenovirus sierotipo 2 nei primi due ceppi analizzati, ed 
Adenovirus sierotipo 40 e 41 rispettivamente nel ceppo CoMa6 testato la seconda 
volta e nell’alga Chlorogonium sp (Tabella 4.4).   
 
Tabella 4.4: Risultati dei test di conferma sui ceppi di protisti e sull’alga positivi alla PCR 
per adenovirus 
 
Si conoscono almeno 51 sierotipi di adenovirus, compresi in almeno 6 sottogruppi 
(da A ad F), che sono stati identificati come patogeni per l’uomo; tra questi 
soltanto gli adenovirus di tipo 40 e 41 sono in grado di causare sindromi 
gastrointestinali (Mena et al., 2009) e sono responsabili di gastroenteriti soprattutto 
nei bambini, mentre altri sierotipi tra cui il 2 causano malattie a carico 
dell’apparato respiratorio. La trasmissione dei sierotipi 40 e 41 avviene per via 
Specie (ceppo) Sequenziamento 
(numero di accesso per le banche dati) 
CPE PCR 
Euplotes aediculatus 
 (RoM8) 
HAdv sierotipo 2 (AB330083.1) Neg Pos 
Euplotes woodruffi   
(CoMa 6) 
HAdv Sierotipo 2 (AB330083.1) e 
sierotipo 40 (AB330121.1)  
Neg Pos 
Chlorogonium sp. HAdv sierotipo 41 (DQ315364.2) Neg Pos 
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oro-fecale mentre il sierotipo 2, che viene escreto soprattutto con le secrezioni 
respiratorie delle persone infette, ha come via di trasmissione principale 
l’inalazione di aerosol (Sinclair et al., 2009). Alla luce di queste informazioni è 
plausibile che il ritrovamento di adenovirus sierotipo 2 nei ceppi in coltura sia 
dovuto ad una contaminazione ambientale avvenuta nel laboratorio, dove le 
colture vengono coltivate in contenitori aperti privi di un meccanismo di 
filtrazione dell’aria, per cui aerosol infetto potrebbe aver contaminato il mezzo di 
coltura. Per quanto riguarda invece il ritrovamento dei sierotipi a trasmissione 
oro-fecale la contaminazione delle colture e dell’alga potrebbe essere endogena o 
legata al mezzo di coltura.  
 
4.4 Prove di contatto virus-protisti: scelta e messa a 
punto della tecnica da utilizzare per la rilevazione di 
virus enterici nei protisti  
La grande diffusione di adenovirus dimostrata nelle fasi di monitoraggio 
unitamente alla ampia disponibilità di tecniche di rilevazione (di tipo 
biomolecolare, immunologico e colturale) ha fatto sì che tale virus fosse scelto per 
le fasi successive dello studio di messa a contatto virus-protisti. Come protista è 
stato scelto E. octocarinatus (una specie di acqua dolce, facile da coltivare, con 
membrana plasmatica semplice) quale rappresentante del genere Euplotes, 
ampiamente diffuso nell’ambiente acquatico e nelle vasche di ossidazione degli 
impianti di trattamento dei liquami (Madoni, 2002).  
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Prima dell’inizio delle prove sperimentali di contatto tra virus e protisti, è stata 
studiata la metodica più adatta ad evidenziare la presenza del virus all’interno 
della cellula. Per fare ciò, sono state testate 2 possibili tecniche, la PCR e 
l’immunofluorescenza (IF).  
La problematica principale nell’uso della PCR è stata quella di dover eliminare 
completamente il virus presente nel mezzo di coltura per essere sicuri che un 
eventuale positività fosse dovuta al virus entrato nella cellula e non a quello 
rimasto nel mezzo. A questo scopo sono stati testati 2 possibili protocolli: uno ha 
previsto lavaggi multipli delle cellule con PBS per rimuovere tutte le particelle 
virali rimaste all’esterno, l’altro l’aggiunta di proteinasi K (PK) e di DNasi al 
mezzo di coltura allo scopo di rompere il capside virale proteico ed eliminare il 
DNA liberatosi all’esterno senza però danneggiare la cellula eucariotica. Il primo 
protocollo consistente nel lavare più volte le cellule di Euplotes dopo il contatto col 
virus non si è rivelato efficace: infatti i risultati ottenuti dopo la nested-PCR hanno 
dato esito positivo sia nei surnatanti dopo l’ultimo passaggio, indicando che il 
virus era ancora presente nel mezzo, sia nei lisati cellulari e soprattutto nel 
campione di controllo effettuato al tempo zero (Tabella 4.5). Questi dati 
indicavano che la tecnica così applicata non era sufficiente a rimuovere tutte le 
particelle virali dal mezzo di coltura ed è quindi stata abbandonata.  
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Tabella 4.5: Risultati PCR per adenovirus sui campioni di Euplotes dopo 1 h di contatto 
col virus testati dopo una serie di lavaggi  
 
Per testare il secondo protocollo per PCR inizialmente sono state valutate le 
concentrazioni degli enzimi PK e DNasi da utilizzare nelle prove. Per quanto 
riguarda la DNasi sia l’aggiunta di 5 µl che di 2,5 µl è stata sufficiente ad eliminare 
la quantità di DNA presente nell’aliquota utilizzata per infettare le cellule, per cui 
in termini di risparmio si è deciso di utilizzare la quantità minore. 
Per quanto riguarda invece la quantità di proteinasi K ed il tempo da utilizzare, il 
risultato migliore è stato quello che ha utilizzato una minor quantità di PK per il 
minor tempo possibile: 10 µl di PK per un tempo di contatto di 15 minuti, in modo 
da danneggiare il meno possibile la cellula del ciliato (Tabella 4.6). 
 
 
 
 
 Risultati PCR 
Campione Surnatante ultimo lavaggio Lisato cellulare 
1 + + 
2 + + 
3 + + 
Controllo + + 
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Quantità PK 
(20 mg/ml) 
Tempo a 37?C Risultati PCR 
10 µl 5 min + 
10 µl 5 min + 
10 µl 10 min + 
10 µl 10 min + 
20 µl 5 min + 
20 µl 5 min + 
20 µl 10 min + 
20 µl 10 min + 
10 µl 15 min - 
10 µl 20 min - 
10 µl 30 min - 
 
Tabella 4.6: Risultati prove con PK, concentrazione e tempo necessari a rimuove il DNA 
di adenovirus dal mezzo di coltura 
 
Le prove di amplificazione PCR effettuate sulle colture infettate di Euplotes e 
trattate con i due enzimi alle concentrazioni stabilite, sono risultate però tutte 
positive, compreso il campione di controllo effettuato al tempo zero (Tabella 4.7)  
per cui si è deciso che la PCR non era adatta per il proseguimento delle indagini, 
da un lato perchè i metodi di pretrattamento del campione non sono stati 
sufficienti ad eliminare completamente il virus dal mezzo di coltura, dall’altro per 
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l’estrema sensibilità della tecnica che in caso di positività non permetteva di capire 
se il virus fosse adeso alla superficie della cellula o si trovasse all’interno. 
 
Tempo di contatto tra 
Euplotes ed adenovirus 
Risultati PCR lisato 
cellulare 
Controllo (T0) + 
1h + 
2h + 
3h + 
4h + 
5h - 
6h + 
1g + 
2g + 
3g + 
7g + 
 
Tabella 4.7: Risultati prove messa a contatto tra Euplotes ed adenovirus per diversi tempi 
di contatto testate tramite PCR 
 
 
Per verificare la presenza di adenovirus nella cellula eucariotica mediante 
immunofluorescenza è stato utilizzato un kit impiegato solitamente in diagnostica 
per rilevare adenovirus in cellule umane del tratto respiratorio o in colture 
cellulari infette. Questo kit utilizza anticorpi monoclonali coniugati con 
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fluoresceina che, legandosi alle proteine virali, permettono di identificare le cellule 
infette attraverso l’emissione di fluorescenza verde se sottoposte alla luce 
ultravioletta. La tecnica è stata testata verificando che il fissativo (acetone) 
utilizzato nel protocollo originale non danneggiasse le cellule di Euplotes (Figura 
4.4), ed adattata allo scopo attraverso l’individuazione della velocità ottimale (175 
xg per 3 minuti) per il recupero del maggior numero di cellule dopo i lavaggi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4: Immagine al microscopio ottico di una cellula di Euplotes octocarinatus dopo 
trattamento di fissazione con acetone a freddo 
 
Questa tecnica si è rivelata la migliore per analizzare cellule intatte di Euplotes, per 
cui è stata scelta per le prove sperimentali. 
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4.5 Interazione virus-protisti: analisi di 
immunofluorescenza 
Le cellule di Euplotes sono state incubate a tempi diversi con adenovirus prima di 
essere analizzate al microscopio a fluorescenza. Dopo l’incubazione la maggior 
parte di queste ha mostrato fluorescenza verde all'interno del citoplasma (Figura 
4.5 B-P), mentre le cellule di controllo non incubate con il virus sono risultate 
completamente rosse (Figura 4.5 Q). La fluorescenza è apparsa nelle cellule dopo 
15 minuti di contatto tra adenovirus ed Euplotes (Fig 4.5 B) ed è rimasta poi visibile 
nella maggior parte delle cellule durante i successivi tempi di contatto (Figura 4.5 
C-P). La fluorescenza sembrava localizzarsi in particolare al di sotto del 
macronucleo (Figura 4.5 B, C, D, E, F, G, H, L, M, N, O), presumibilmente in 
coincidenza con i vacuoli digestivi, dal momento che le cellule presentavano aree 
di fluorescenza con dimensioni, forma e localizzazione simile a quella dei vacuoli 
alimentari (Figura 4.5 B, C, D, E, F, G, H, L, M, N, O). In alcuni campioni era 
visibile fluorescenza anche all’esterno della cellula, casualmente distribuita sia 
sulla superficie che sulle ciglia (Fig 4.5 I). I risultati ottenuti in questa prima fase 
sembrano indicare quindi la possibilità che adenovirus entri in Euplotes attraverso 
meccanismi di fagocitosi: risultano infatti compatibili oltre alla forma e 
localizzazione anche i tempi di comparsa della fluorescenza, analoghi a quelli 
necessari per la formazione delle vescicole digestive. Dati simili sono stati ottenuti 
in un altro studio in cui, mettendo a contatto il protista Tetrahymena pyriformis con 
il batteriofago T4, dopo 15 min era possibile osservare la fluorescenza all’interno 
della cellula (Pinhero et al., 2007). 
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Figura 4.5: Immagini all’IF delle cellule di E. octocarinatus dopo 5 min (A), 15 min (B), 
   A                                               B                                              C 
    D                                              E                                               F 
    G                                              H                                             I 
   L                                                M                                            N 
   O                                               P                                              Q 
                                                                                                                 Risultati e Discussione 
 88 
30 min (C), 45min (D), 1 h (E), 3 h (F), 6 h (G), 24 h (H), 48 h (I), 72 h (L), 7 gg (M), 10 
gg (N), 45 gg (O) e 105 gg (P) di contatto con adenovirus, e il controllo (Q).  La freccia 
indica il macronucleo. 
 
Per indagare se, in caso di digiuno, le cellule del ciliato potessero incrementare la 
quantità di virus inglobato sono stati ripetuti gli esperimenti di messa a contatto 
tra adenovirus ed Euplotes nell’intervallo di tempo compreso tra 1 ora e 7 giorni, 
non alimentando le colture durante il periodo di contatto.  
Confrontando i risultati ottenuti nelle due diverse condizioni sperimentali (cellule 
cibate, cellule non cibate) non è stata però osservata nessuna differenza 
significativa né nella quantità di cellule fluorescenti né nell’intensità della 
fluorescenza (Figura 4.6), il che sembrerebbe quindi indicare che il virus non 
venga inglobato volontariamente dal protista ma entri passivamente insieme al 
cibo durante la fagocitosi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.6: Percentuale di pozzetti positivi all’IF dopo 1 h, 3 h, 6 h, 24 h, 48 h, 72 h, e 7 gg 
Tempo di incubazione 
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di contatto tra E. octocarinatus ed adenovirus: confronto tra cellule di Euplotes cibate e 
non cibate  
 
Nella prima serie di esperimenti inoltre si è osservato che adenovirus appare nella 
cellula anche dopo 105 giorni di contatto, quindi Euplotes sembra incapace di 
distruggere il virus dal mezzo di coltura e sembra possibile che questo venga 
espulso e reinglobato nel tempo dal protista.  
Studi condotti su specie di Tetrahymena hanno dimostrato la capacità di questo 
ciliato di ingerire e degradare i fagi T4 T5 e T1 e " (Hennemuth et al., 2008; 
Pinheiro et al., 2007) ma non i fagi #X174 e MS2 dal terreno di coltura (Akunyili et 
al., 2008). Una spiegazione possibile può essere riconducibile alla diversa 
morfologia tra i fagi, che li rende diversamente attaccabili dalle proteasi e nucleasi 
presenti nel sistema vacuolare del ciliato: infatti T4, T5, e Tl sono fagi con DNA a 
doppia elica e con code a struttura complessa, mentre i fagi #X174 e MS2 hanno 
DNA e RNA a singolo filamento, ed entrambi hanno un capside con forma 
icosaedrica e sono privi di coda. Le proteine che costituiscono il capside a forma 
icosaedrica potrebbero essere intrinsecamente più resistenti alla proteinasi 
(Hennemuth et al., 2008). La degradazione da parte delle proteinasi dei virioni nel 
sistema vacuolare-lisosomiale dei ciliati, che come è noto avviene nel modello T4-
T. thermophila (Hennemuth et al., 2008), potrebbe distruggere una componente 
essenziale del complesso del virione, rendendolo inattivo. Ad esempio, le proteasi 
potrebbero rompere le connessioni testa-coda o rimuovere le fibre della coda o le 
componenti della piastra basale necessarie per il riconoscimento dell’ospite e il 
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trasferimento del DNA. Poiché questi sistemi mancano di ridondanza, un singolo 
taglio delle proteasi potrebbe essere letale; al contrario il legame con l’ospite ed i 
sistemi di entrata dell'acido nucleico di entrambi i fagi (#X174 e MS2) sono 
probabilmente ridondanti, così i danni delle proteasi dovrebbero essere molto 
estesi per poter inattivare i fagi. Per esempio #X174, utilizza le proteine G e H del 
capside per legarsi al lipopolisaccaride di E. coli, permettendo l'ingresso del DNA 
dell'ospite (Inagaki et al., 2005). Il fago possiede 60 copie per capside della proteina 
G e 12 della proteina H quindi, grazie a questa ridondanza, qualche danno 
potrebbe essere sopportato senza andare incontro a letalità. I fagi MS2 si legano al 
pilo F di E. coli con la loro proteina di rivestimento, della quale ne esistono 180 
copie per capside (Golmohammadi et al., 1993), suggerendo ancora una volta che 
la ridondanza potrebbe essere protettiva. In alternativa, se il genoma dei fagi 
risulta accessibile agli attacchi delle nucleasi, esiste la possibilità che il genoma a 
singolo filamento, tipico dei fagi #X174 e MS2, possa proteggerli dalla 
degradazione. 
Dal momento che adenovirus ha forma e dimensioni simili al fago #X174 e 
genoma costituito da DNA a doppio filamento è plausibile ipotizzare che lo stesso 
meccanismo di resistenza alla digestione valga anche per questo virus.  
I risultati condotti nella seconda serie di esperimenti, in cui dopo un’ora di 
contatto col virus Euplotes veniva mantenuto in coltura ed analizzato per diversi 
giorni, hanno inoltre rivelato che adenovirus sopravvive all’interno di Euplotes 
almeno per 35 giorni, con una graduale riduzione nel numero di cellule 
fluorescenti a partire dal ventunesimo giorno e fino ad una quasi 
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trentacinquesimo, quando poche cellule mostravano la fluorescenza all’interno 
(Figure 4.7 e 4.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.8: Percentuale di pozzetti positivi all’IF dopo 24 h, 3 gg, 7 gg, 8 gg, 1 1gg, 16 gg, 
21 gg e 35 gg dopo il contatto tra adenovirus ed E. octocarinatus.  
a                         b                         c                         d 
e                         f                         g                         h 
i                          l Figura 4.7: Immagini all’IF delle cellule di 
E. octocarinatus dopo 24 h (a), 72 h (b), 7 gg 
(c), 8 gg (d), 11 gg (e), 14 gg (f), 16 gg (g), 
21 gg (h), 35 gg (i) dopo il contatto con 
adenovirus, ed il controllo negativo (l). 
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In generale durante tutte le prove sperimentali le cellule incubate col virus non 
hanno mostrato cambiamenti significativi né nella loro motilità né nella 
morfologia generale e nessuna differenza è stata registrata neppure nel tasso di 
divisione cellulare o nell’attività di alimentazione.  
Nell’allegato 1 sono riepilogati tutti i risultati ottenuti nei pozzetti  sottoposti ad IF 
nelle prove descritte. 
 
L’isolamento di protisti dai campioni di liquami, provenienti dalla vasca di 
ossidazione dell’ impianto di reflui civili già analizzato nella fase di monitoraggio, 
ha presentato non poche difficoltà data la complessità del mezzo analizzato. 
L’osservazione allo stereomicroscopio ha permesso di individuare nel fango 
numerose colonie di ciliati sessili ed altri ciliati mobili che sono poi stati isolati ed 
analizzati mediante IF. Alcuni dei protisti osservati, sia sessili che mobili hanno 
mostrato fluorescenza verde, probabilmente dovuta alla presenza di adenovirus 
(Figura 4.9).  
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 Figure 4.9: Immagini all’IF di ciliati isolati dai fanghi attivi di un impianto di 
trattamento dei liquami: 1 ciliato mobile, 2 ciliati sessili.  
 
A differenza delle prove sperimentali, in questo caso la fluorescenza è apparsa 
localizzata solo sulla superficie esterna dei ciliati analizzati (Figura 4.10), 
confermando comunque la possibile associazione tra adenovirus e protisti anche 
in condizioni naturali. 
 
 
 
 
 
 
Figure 4.10: Immagini all’IF di un ciliato isolati dai fanghi: visualizzazioni dello stesso 
ciliato con 3 divesi livelli di messa a fuoco 
1 2 3 
1                                                           2 
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Questa differenza può trovare spiegazione nel fatto che le specie di protisti isolate 
nel fango erano diverse da quella utilizzata durante le prove sperimentali. In base 
agli studi esistenti infatti l’interazione tra i 2 microrganismi sembra molto 
variabile a seconda del virus e delle specie di protisti coinvolti, ad esempio nello 
studio di Danes e Cerva (1984) gli enterovirus (poliovirus 1,  3 ed echovirus 4, 30) 
rimangono sulla superficie esterna di Achantamoeba castellanii e non vengono mai 
ritrovati all’interno, mentre nello studio di Mattana dopo 1h di contatto coxsackie 
B3 è visibile adeso alla superficie di Achantamoeba e solo dopo 23h viene rilevato 
all’interno (Mattana et al., 2006).  
 
Tutti i dati ottenuti nell’ultima fase dello studio suggeriscono il fatto che 
adenovirus, una volta internalizzato, possa sopravvivere all’interno della cellula 
per lungo tempo, avvalorando così la possibilità che Euplotes possa fungere da 
vettore per la diffusione del virus nell’ambiente e da fattore di protezione verso i 
meccanismi di disinfezione sia naturali che artificiali con importanti implicazioni 
per la sicurezza igienica delle acque. 
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5. CONCLUSIONI 
 
I principali risultati di questa ricerca sulla possibile interazione tra virus enterici 
umani e protisti in ambiente idrico possono essere riassunti come segue: 
 
" I risultati del monitoraggio ambientale effettuato sia sui liquami in entrata 
ed in uscita da un impianto di trattamento, sia sui molluschi bivalvi hanno 
mostrato una diffusa presenza di virus enterici patogeni in tutti i tipi di 
matrici analizzate.  
 
" Tra i virus patogeni indagati gli adenovirus sono risultati quelli a maggior 
diffusione ambientale e maggior resistenza ai trattamenti di disinfezione, 
rivelandosi quindi degli ottimi candidati per le successive fasi sperimentali 
dello studio.  
 
" Gli esperimenti di incubazione tra adenovirus ed Euplotes octocarinatus per 
diversi tempi hanno rivelato, attraverso l’utilizzo della tecnica di 
immunofluorescenza, che adenovirus entra in Euplotes dopo 15 minuti di 
contatto e sembra localizzarsi per lo più all’interno dei vacuoli digestivi 
nella zona al di sotto del macronucleo, indipendentemente dal fatto che 
durante il tempo di contatto le cellule di Euplotes vengano cibate o meno. 
Inoltre il ritrovamento del virus nella cellula anche dopo 105 giorni di 
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contatto indica l’incapacità di Euplotes di distruggere adenovirus dal mezzo 
di coltura. 
  
" Gli studi sulla sopravvivenza del virus all’interno della cellula dimostrano 
la capacità di adenovirus di rimanere nel ciliato oltre 1 mese dopo il 
contatto. 
  
" Infine l’analisi dei protisti isolati dai fanghi attivi conferma l’interazione tra 
questi ed adenovirus anche se in questo caso il virus risulta adsorbito sulla 
superficie delle cellule a differenza di quanto osservato nelle prove 
sperimentali. Dal momento che le specie isolate nel fango erano diverse da 
quella utilizzata nelle prove viene avvalorato anche il fatto che l’interazione 
tra i 2 microrganismi sembra molto variabile a seconda del virus e delle 
specie di protisti coinvolti, come già emerso in altri studi.  
 
" Questi dati avvalorando la possibilità che Euplotes possa fungere da vettore 
per la diffusione dei virus nell’ambiente e da fattore di protezione verso i 
meccanismi di disinfezione sia naturali che artificiali con importanti 
implicazioni per la sicurezza igienica delle acque. 
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ALLEGATO 1 
Prove cibati, non cibati 
Tempo di 
contatto tra       
E. octocarinatus 
e adenovirus 
Prove messa a 
contatto per 
tempi diversi 
(Num pozzetti 
Positivi/Totale 
pozzetti 
analizzati) 
Cellule non 
cibate durante 
tempo di 
contatto 
Cellule cibate 
durante 
tempo di 
contatto 
Prove 
Sopravvivenza 
(Num positivi 
pozzetto/pozzetti 
analizzati) 
5 min 0/6 - - - 
15 min 4/6 - - - 
30 min 6/6 - - - 
45 min 6/6 - - - 
1 h 14/23 5/6 3/6 6/6 
3 h 8/17 4/6 3/6 - 
6 h 9/17 3/6 4/6 - 
1 g 17/23 6/6 5/6 6/6 
2 gg 14/23 4/6 4/6 - 
3 gg 16/21 5/6 6/6 4/4 
7 gg 26/31 5/6 5/6 10/10 
10 gg 9/9 - - 4/4 
14 gg 4/4 - - 4/4 
16 gg 4/4 - - 4/4 
21 gg 3/4 - - 3/4 
35 gg 2/4 - - 2/4 
45 gg 5/5 - - - 
105 gg 5/5 - - - 
 
Tabella 1: Riepilogo dei pozzetti positivi sul totale dei pozzetti analizzati con IF in tutte le 
prove effettuate 
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Study of the viral removal efficiency in a urbanwastewater
treatment plant
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Municipal and agricultural wastewater contain a variety of microorganisms and in particular enteric
viruses. For the reuse of this treated wastewater it is important to ensure the efficiency of purification
treatments and disinfection practices, that have often been insufficient to lower the viral load below
the risk level. For this reason, for the routine analysis of recycled waters, the research into pathogenic
viruses (e.g. HAV) and classical bacterial parameters (E. coli, enterococci and Salmonella) has to be
associated with specific viral indicators such as somatic coliphages, adenovirus and TTV. The results
of environmental monitoring, carried out in a wastewater treatment plant, showed the presence of
adenovirus DNA in 100% of collected samples and TTV DNA in 95% (19/20) of raw sewage and in 85%
(17/20) of the exit samples, while HAV was detected only in 2 samples over 40 (5%). The quantitative
analysis has revealed an average reduction of 2 log for adenovirus and 1.58 log for TTV. The bacterial
indicators were reduced by 1.74 log and 1.99 log respectively for E. coli and enterococci, while for
somatic coliphages an average reduction of 2.2 log was observed. No significant correlation was
shown between these parameters, confirming their inadequacy for the virological risk assessment.
However the results of adenovirus confirm it as the best indicator to evaluate the efficacy of
wastewater depuration plant in eliminating viruses.
Key words | adenovirus, environmental virology, HAV, TTV, viral removal, wastewater
INTRODUCTION
The presence of virus in different environmental matrices
represents an important problem for public health. The
municipal and agricultural wastewaters contain a variety of
organisms (bacteria, protozoa and enteric viruses), many of
them related to the fecal-oral route of transmission (Leclerc
et al. 2001). In particular the enteric viruses acquire a great
importance since the utilization of new sensitive detection
techniques allowed us to identify them as etiological
agents of outbreaks caused by water and foods (Haramoto
et al. 2005; Macalauso et al. 2006). For this reason, to
prevent the spread of pathogens in water bodies and
the contamination of soil and crops it is crucial to verify
the efficiency of wastewater purification treatments and
disinfection practices.
According to the Italian law (D. Lgs 152/99) the treated
wastewatermay be reused for different purposes, in particular:
irrigation of crops for human consumption, of pastures, of
parks and recreational areas. However, often, the standard
treatment is insufficient to lower the viral load under the risk
level (Manios et al. 2006). The European and Italian
regulations consider only bacteria (E. coli, Enterococci and
Salmonella) to assess the faecal contamination, but these
agents are not relatedwith the presence of enteric viruses. For
this reason, for the routine analysis of recycledwaters, it could
be interesting to introduce, in environmental monitoring,
specific viral indicators like somatic coliphages, for their
morphologic and functional similarity to enteric viruses and
the avaibility of simple detection techniques; adenovirus,
doi: 10.2166/wst.2008.437
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frequently isolated in raw sewage (Pina et al. 1998) and TTV
(Torque Teno Virus), for its wide diffusion in human
population and its oral-faecal route of transmission (Harwood
et al. 2005; Verani et al. 2006).
This work was aimed to verify the efficiency of bacterial
and viral removal in a sewage plant analyzing quantitatively
the sewage at the entrance and at the exit for indicators
cited above, and screened for the presence of HAV
(Hepatitis A virus) often considered as reference pathogen
for enteric viral risk assessment.
METHODS
During the period April–June 2007 a total of 40 sewage
samples, 20 at the entrance (1L) and 20 at the exit (10L)
were collected for virological analysis from the wastewater
treatment plant of Pisa. The plant based on active sludge
treatment followed by chlorination. These samples were
concentrated to 50ml using two-stage tangential-flow
ultrafiltration. Briefly, after prefiltration on polypropylene
membranes, the samples were then filtered in two steps
using, first, an apparatus equipped with polysulphone
membrane with a 10,000MW exclusion size to give a final
250ml sample eluted in 3% beef extract at pH 9. This
sample was then reconcentrated with a Mini-ultrasette
apparatus. The process was completed with a final washing
stage using 15–20ml of 3% beef extract at pH 9, obtaining a
concentrated sample about 40ml. The pH of this sample
was checked and, where necessary, brought to pH 7. At this
stage 1:10 chloroform was added to decontaminate samples
(Muscillo et al. 1997). Viral nucleic acids were extracted
from 200ml of the final concentrated using QIAamp DNA
kit (Qiagen-Germany) and from 140ml using QIAamp RNA
mini kit (Qiagen-Germany) according to the protocols
described by the manifacture. The extracted nuleic acids
were assayed by biomolecular test (nested RT-PCR and
nested PCR) to reveal the genome presence of HAV,
adenovirus and TTV according to protocols described
earlier (Verani et al. 2006).
For adenovirus and TTV count each extracted sample
was tested by specific QPCR method published (Hernroth
et al. 2002; Maggi et al. 2003). Amplifications were
performed in a 25ml reaction mixture contained DNA
Table 1 | Primers and Probe used in nested (RT)-PCR and QPCR assays
Biomolecular test Oligonucleotide and probe Sequences 50 -30 References
HAV Nested RT-PCR HAV 1 ATG CTT GGA TTG TCT GGA GT Divizia et al. (1989)
HAV 2 GAA CAA ATA TCT CTT AAC CA
HAV 3 ATG ATG TTT GGA TTT CAT CAT
HAV 4 CTG GAG TCC ATT TGC CAA TT
Adenovirus Nested PCR ADDEG 1 GCC SCA RTG GKC WTA CAT GCA CAT C Allard et al. (1992)
ADDEG 2 CAG CAC SCC ICG RAT GTC AAA
ADDEG 3 GCC CGY GCM ACI GAI ACS TAC TTC
ADDEG 4 CCY ACR GCC AGI GTR WAI CGM RCY TTG TA
TTV Nested PCR NG 132 AGC CCG AAT TGC CCC TTG AC Okamoto et al. (1999)
NG 133 GTA AGT GCA CTT CCG AAT GGC TGA G
NG 134 AGT TTT CCA CGC CCG TCC GCA GC
NG 147 GCC AGT CCC GAG CCC GAA TTG CC
Adenovirus QPCR AdF CWTACATGCACATCKCSGG Hernroth et al. (2002)
AdR CRCGGGCRAAYTGCACCAG
AdP1 FAM-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAM
TTV QPCR AMTS GTGCCGAGGTGAGTTTA Maggi et al. (2003)
AMTAS AGCCGGCCAGTCC
AMTPU FAM-TCAAGGGGCAATTCGGGCT-TAM
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extracted, 1x concentration of the Universal Master Mix
(Applied Biosystem), 900 nM concentration of each primer
and the probe. Following activation of the uracil N-
glycosylase (2min, 508C) and activation of the AmpliTaq
Gold for 10min at 958C, 40–45 cycles (15 s at 958C and
1min at 608C) were performed with an ABI 7300 sequence
detector system (Applied Biosystems). Standard curves
were generated by using serial dilutions (range 102 to 107)
of known amounts of linearized plasmids containing for
adenovirus the entire hexon region of Ad41 and for TTV the
highly conserved segment of the nontranslated region
(UTR). All samples were run in triplicate, and positive and
negative controls were included. The amount of DNA was
defined as the median of the triplicate data calculated by the
SDS software and based on correlation with Ct values of the
Standard Curve.
The list of primers and probe of qualitative and
quantitative PCR are described in Table 1.
In the same day of virological sampling, at the entrance
and at the exit of wastewater treatment plant, were collected
other samples for the count of somatic coliphages by cultural
method (ISO/DIS 10705-2) and for the bacteriological
investigation directly E. coli and Intestinal Enterococci
counts (ISO 9308–3; ISO 7899–1) and salmonella presence.
RESULTS AND DISCUSSION
Adenovirus DNA was found in collected samples both in
sewage plant entry than exit for all the sampling period,
confirming the data of other studies (Komninou et al. 2004;
Myrmel et al. 2006) and of a preliminarymonitoring of the site
in which viral genome was revealed on 58.3% of raw sewage
and in 25%of the exit sample (Carducci et al. 2006). TTVDNA
wasdetected in 36 samples over 40 (90%), in particular in 95%
(19/20) of raw sewage and in 85% (17/20) of the exit samples,
only in one sampling day the genome was absent in both
matrices. HAV was detected only in 2/40 (5%) of samples,
confirming the data obtained in the preliminary monitoring
cited above where no positive samples were found (Carducci
et al. 2006). This percentage of positivity could be associated
with the low circulation and seroprevalence of HAV in Pisa
region (Bonanno et al. 2000).
The QPCR allowed to calculate the viral concentration in
the samples and the reduction of viral load following the
treatment (Figure 1). The analysis of adenovirus data did not
show a seasonal distribution, as in other similar data (Barnes
et al. 1998), although the high viral concentrations were
obtained during the first months of sampling period (March–
April). Even the viral titre reduction was 2 log, adenovirus
Figure 1 | Adenovirus and TTV quantitative analysis and log removal for each sampling days.
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DNA remained in exit samples with an average concentration
of 2.4 £ 103 genomic copies/ml confirming a resistance to
disinfection treatment as reported by other authors (Carter
et al. 2005), and the possibility to use it as viral contamination
indicator (Pina et al. 1998). The average concentration of TTV
DNA in raw sewagewas 6.63 £ 104 genomic copies/ml: these
results confirmed its faecal-oral route of transmission (Vaidya
et al. 2002). The reductionof TTVDNAestimatedwas1.58 log,
even if it wasn’t no constant with a maximum of 4.6 log.
According with these results and with other published data
(Haramoto et al. 2005), TTV genome could be resistant to
disinfection with an average concentration in exit effluent of
6.71 £ 103 copies/ml.
The only one significant statistical correlation evi-
denced by Pearson was between values of entry and exit
of the plant for individual viral indicators (adenovirus and
TTV) confirming that the titre of these viruses in treated
sludge depends on their concentration in the raw sewage.
The data regarding bacterial indicators revealed an high
count in raw sewage, 7.18 £ 106 MPN/100ml for E. coli,
1.41 £ 106 MPN/100ml for Intestinal Enterococci, and a
reduction of 1.74 log and of 1.99 log respectively according
to other published data (Pusch et al. 2005). For somatic
coliphages we observed an average reduction of 2.2 log
(Figure 2). These parameters showed no significant corre-
lation with the considered viruses, confirming their inade-
quacy for the virological risk assessment (Hot et al. 2003).
CONCLUSION
The obtained data showed a constant presence of adeno-
virus that could be considered the best indicator to evaluate
the efficacy of wastewater depuration plant in eliminating
viruses. Nevertheless the lack of information on viruses
infectivity suggests further studies using cell culture to
assess the real viral abatement of the process. However the
levels of viral contamination observed in the effluent should
induce precautions for its reuse.
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Abstract The discharge of treated civil wastewater into
natural waters or their reuse in industry and agriculture
involves virological risks for the exposed population.
Although European and Italian regulations do not require
routine viral analysis of treated wastewater, a better
understanding of viral contamination and resistance to
treatments is needed to assess and control such risks. To
this end, a wastewater treatment plant was monitored by
analysing the sewage at the plant entry and exit points in
order to quantify the initial presence and eventual reduction
of adenovirus, Torque Teno virus, Hepatitis A virus, rota-
virus, enterovirus, norovirus genogroups I and II, somatic
coliphages, Escherichia coli and enterococci. The results
reveal that treated water may still contain infectious human
viruses and thereby represent a potential health hazard. No
significant correlations were found between bacterial
indicators and the viruses considered, confirming their
inadequacy for virological risk assessment, while the best
indicators for virus inactivation in recycled waters seem to
be adenovirus, followed by somatic coliphages.
Keywords Wastewater ! Adenovirus ! Enterovirus !
HAV ! Norovirus ! TTV ! Virus removal
Introduction
Urban wastewaters discharged into surface waters can be
sources of environmental viral contamination. Reuse of
wastewaters for agriculture or industrial purposes may also
contaminate the environment. Although controls of the
microbial pollution of treated wastewater are currently
required by both European and Italian regulations, bio-
logical monitoring is limited to bacterial parameters
(Escherichia coli (EC), enterococci (E) and salmonellae);
viruses are thus neglected. Bacterial indicators are able to
detect faecal contamination, and are therefore an indirect
indicator of the viral health risk, but they are not correlated
with the presence of enteric viruses or their abatement
(Leclerc et al. 2001; Simpson et al. 2003; Carducci et al.
2006). A better understanding of viral contamination and
resistance to treatments therefore seems imperative in order
to be able to assess and control the true risks related to
wastewater recycling and discharge.
The enteric viruses most commonly found in human
stool belong to more than 140 types, of which adenovirus,
norovirus genotype I and II, rotavirus (RV), enterovirus
(EV), and hepatitis A virus (HAV) are those most often
detected in the environment. Adenoviruses are very com-
monly found in water environments (Sedmak et al. 2005)
and have already been proposed as viral indicators (Hun-
desa et al. 2006), since several studies have reported that
human adenovirus (HAdV) exhibits high stability under
conditions of environmental stress, such as UV radiation,
temperature, chlorine concentration and pH variation,
including sewage treatment procedures (Carter 2005; Pina
et al. 1998). Waterborne infections by Norovirus ggI and
ggII are the most important causes of gastroenteritis out-
breaks worldwide, and these viruses have been detected in
water environments (Said et al. 2008). RVs are responsible
for severe gastroenteritis in both humans and animals and
have been implicated in waterborne gastroenteritis out-
breaks in many countries (Leclerc et al. 2002). The pres-
ence of EV has been frequently detected in both raw and
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treated wastewater (Payment et al. 2001), as well as in
sludge (Guzma´n et al. 2007). Owing to its frequent
detection and easy cultivation, they have been considered
as viral references in Italian drinking water regulations
(D.Lgs 31/2001) although they are not a mandatory
parameter. HAV is the main cause of acute hepatitis
worldwide and its waterborne transmission has been thor-
oughly documented (Leclerc et al. 2002). The WHO
regards HAV as reference pathogens for drinking water
risk analysis (Fewtrell and Bartram 2001). Finally, Torque
Teno Virus (TTV) is prevalent in general populations
worldwide, but at present is not related with any specific
pathology. Its presence in faeces and its remarkable envi-
ronmental stability suggest the possibility of using it as an
indicator of faecal contamination in the environment (Ve-
rani et al. 2006; Griffin et al. 2008).
Evaluating the virological quality of reused water is
hindered by various problems in detecting and quantifying
the presence of virus in environmental samples. Some of
these problems include the small size and high genetic
variability of the virus particles, the low concentration of
viruses in aquatic environments, the tendency of virus
particles to adsorb to suspended particulate matter, and the
possible presence of substances interfering with the ana-
lytical procedures. Furthermore, the choice of the most
useful parameters to be tested is complicated by the large
number of viral species potentially present, the variability
of strains circulating in the population, the different sig-
nificance of qualitative and quantitative assays (respec-
tively, presence/absence and counts) and difficulties in
interpreting the results obtained from culture and biomo-
lecular tests. The current state of knowledge shows that
polymerase chain reaction (PCR), besides enabling the
detection of unculturable agents, is more sensitive and
faster then culture methods. However, it cannot be used to
assess viral viability, thus possibly leading to underesti-
mation of virus inactivation by treatments.
The selection of representative parameters and reliable
methods is essential to designing efficient monitoring strat-
egies for plant management and the control of enteric
infections. In a previous study (Carducci et al. 2008a)
(March–June 2007) aimed at verifying the efficiency of
bacterial and viral removal by an urban sewage plant with
activated sludge followed by chlorination. The sewage at the
plant entry and exit points was monitored for indicator
counts (EC, E and somatic coliphages (SC)), and screened
via PCR for the presence of HAV, HAdV and TTV; for the
last two viruses, the samples were also submitted for quan-
titative PCR (QPCR). The results obtained revealed the
consistent presence of viruses, an abatement rate of about 2
Log10 and the inadequacy of bacterial indicators for assess-
ing the presence or removal of viruses. In the present study,
the monitoring was extended for an additional 6 months
(November 2007–April 2008) in order to better evaluate the
seasonal distribution of the above viruses, test the infectivity
of HAdV detected with biomolecular assays, and investigate
the presence of other human enteric viruses, specifically, RV,
EV and norovirus genogroups I (NVggI) and II (NVggII)).
Materials and Methods
Sampling Campaigns
During the periods March–June 2007 and November 2007–
April 2008, a total of 58 sewage samples, 29 at the entrance
(1 l) and 29 at the exit (10 l) were collected for virological
analysis from the wastewater treatment plant receiving
sewage from the northern part of Pisa (Italy). The plant
receives sewage corresponding to 40,000 inhabitant-
equivalents and the treatments include an activated sludge
phase and final chlorination. The effluent is discharged
without prior reuse into a river flowing into the Mediter-
ranean near a seaside resort area.
Sample Preparation
Samples were concentrated to 40 ml using two-step tan-
gential-flow ultrafiltration. In brief, after prefiltration on
polypropylene membranes (10 lm), the samples were then
filtered in two steps: first, using an apparatus equipped with
a polysulphone membrane with a 10 KDa molecular cut-
off (Pall) to yield a final 250 ml sample eluted in 3% beef
extract at pH 9; this sample was then reconcentrated with a
Mini-ultrasette. The process was completed with a final
washing stage using 15–20 ml of 3% beef extract at pH 9,
to obtain a concentrated sample of about 40 ml. The con-
centrated samples were adjusted to pH 7, and chloroform
1:10 (by volume) added for bacterial decontamination. The
samples were then shaken for 30 min, centrifuged at
1,200g for 20 min, and the supernatant recovered and
aerated for 2 h (Muscillo et al. 1997).
Biomolecular Analysis
Viral nucleic acids were extracted from 200 ll of con-
centrated samples using the QIAamp DNA kit (Qiagen-
Germany) or from 140 ll of concentrated samples using
the QIAamp RNA mini-kit (Qiagen-Germany) according to
the manufacturer’s protocols.
The extracted nucleic acids were assayed with biomo-
lecular tests (nested RT-PCR and nested PCR) according to
published protocols to reveal the presence of the viral gen-
omes of HAdV (Allard et al. 1992), TTV (Okamoto et al.
1999), HAV (Divizia et al. 1989), RV (Gilgen et al. 1997),
EV (Gilgen et al. 1997), NVggI and NVggII (Vennema et al.
2002).
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For the quantitative analysis, each extracted sample was
tested using QPCR methods specific for HAdV (Hernroth
et al. 2002) and TTV (Maggi et al. 2003).
Positive PCR products were purified using the QIAquick
PCR purification kit (Qiagen- Germany) and confirmed by
sequencing with an ABI PRISM 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystem). Sequence analysis was done with the
NCBI Genbank.
Cell Culture
To assess viral infectivity, HAdV PCR positive samples
(7 ml) were seeded onto monolayers of A549 cells (Cell
Culture Centre, Brescia Italy) in D-MEM medium (Dul-
becco’s Modified Eagles medium, Euroclone) with 2% of
FBS (Foetal bovine serum, Euroclone). The cultures were
incubated at 37!C and observed daily by optical micro-
scope for 2 weeks to detect typical cytopathic effects
(CPE). In order to eliminate any confounding effect of
sample cytotoxicity, the first culture was followed by two
subsequent confirmation steps. All the cell culture lysates
were then submitted to HAdV PCR followed by sequenc-
ing of PCR products. HAdV replication was confirmed by
comparing the QPCR results of the original samples with
those of cell lysates after the third passage.
Somatic Coliphages and Bacterial Indicators
Parallel to virological sampling, 100 ml samples were
collected at the plant entrance and exit for somatic coli-
phage counts by culture methods (ISO/DIS 10705-2, 2001),
as well as for EC (ISO 9308-3, 1998) and E (ISO 7899-1,
1999).
Statistical Analysis
Because the analysis of only two points (entry and exit)
would be limited for assessing removal efficiency, the
abatement rate was estimated as D(LogEntry - LogExit).
Linear regression analysis (Pearson’s coefficient) was
performed to evaluate any possible correlations between
the viral and bacterial counts and the corresponding
removal efficiencies. Student’s t-test was applied in order
to analyse any differences in indicator counts between
virus negative and positive samples.
Results
Virus
Human Adenovirus DNA was found in 100% of the sam-
ples collected at both the entry and exit of the plant during
both sampling periods (Fig. 1), showing no significant
variations over the two periods. The viral load decreased
from 6.25 9 105 genome copies/ml (SD ± 1.6 9 105) at
entry to 1.5 9 103 (SD ± 0.5 9 103) at exit, with a mean
removal of 2.1 Log10 (SD ± 0.53). Infectivity, tested only
on the last nine samplings, resulted positive with evident
CPE in four samples at the entrance, and in all at the exit.
However, PCR on cell lysates confirmed HAdV replication
even when CPE was not evident, with a mean increase in
HAdV DNA copies after three cell culture passages of 1.6
Log10 (SD ± 0.99) in the entry samples, and 3.3 Log10
(SD ± 2.28) in those from the exit (Fig. 2).
The results of sequencing are shown in Table 1. Only
two of the isolated cytopathic agents could not be con-
firmed as HAdV by PCR. The majority of the detected
HAdV belong to HAdV type 2, one to HAdV type 31 and
one to HAdV type 45. TTV DNA was detected in 72% (21/
29) of the raw sewage and in 62% (18/29) of the exit
samples, showing a significant difference between the two
periods, though seemingly unlinked to seasonal variations
(Fig. 3). The average concentration of TTV DNA in
positive samples was 5.5 9 104 genome copies/ml
(SD ± 1.1 9 104) for raw sewage, and 2.8 9 103 genome
copies/ml (SD ± 0.6 9 103) for the treated effluent, with a
mean removal of 1.6 Log10 (SD ± 1.16).
HAdV
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Fig. 1 HAdV genome counts (Log genome copies/ml), removal rate D(LogEntry - LogExit) and infectivity (assessed on the last nine
samplings)
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Fig. 2 HAdV genome counts
(Log genome copies/ml),
assessed in the last 18 samples
seeded on cell cultures before
and after three passages
Table 1 Accession numbers and max identity of PCR products for HAdV positive samples
Dates of
sampling
Entry PCR Entry cell cultures PCR Exit PCR Exit cell cultures PCR
Accession
number
Max identity
(%)
Accession
number
Max identity
(%)
Accession
number
Max identity
(%)
Accession
number
Max identity
(%)
28/11/07 FJ404725.1 93 FJ404725.1 96 FJ404727.1 95 FJ404725.1 96
14/01/08 AM406706.1 93 AM406715.1 95 FJ404747.1 89 FJ404747.1 95
28/01/08 FJ404747.1 93 FJ404747.1 98 FJ404725.1 93 FJ404725.1 95
11/02/08 FJ404747.1 94 FJ404747.1 93 FJ404725.1 94 FJ404725.1 94
27/02/08 FJ404747.1 95 Sequencing
failed
– AY280880.1 89 AB330126.1 93
11/03/08 FJ404725.1 92 FJ404725.1 96 FJ404725.1 93 FJ404725.1 93
2/04/08 FJ404725.1 93 FJ404725.1 91 FJ404747.1 97 FJ404725.1 93
14/04/08 Sequencing
failed
– FJ404747.1 94 FJ404747.1 95 FJ404747.1 95
28/04/08 AM501504.1 94 AM501505.1 96 AM501505.1 95 AM501505.1 95
Note: Accession numbers of positive control: AY530613.1
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Fig. 3 TTV genome counts (Log genome copies/ml) and removal rate D(LogEntry - LogExit)
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Regarding the other viruses tested using qualitative PCR
during the second sampling period, HAV and EV were not
detected, though RV and NVggII were present in the raw
sewage in all nine tested samples (100%) and NVggI in
seven of nine (77.8%). Viral presence in the effluent
decreased, respectively, to 33% of samples for RV, 77.8%
for NVggII and 11% for NVggI (Fig. 4).
Somatic Coliphages and Bacterial Indicators
Somatic coliphage counts fell from 2.9 9 106 PFU/ml
(SD ± 2 9 106) in the entry samples to 2.5 9 104 PFU/ml
(SD ± 2.9 9 104) in the effluent, with an average reduc-
tion of 2.16 Log10 (SD ± 0.42) (Fig. 5). EC counts were
6.4 9 106 MPN/100 ml (SD ± 8.4 9 106) in raw sewage,
and 1.4 9 105 MPN/100 ml (SD ± 1.9 9 105) in the
treated effluent, while E decreased from 9.7 9 105 MPN/
100 ml (SD ± 8.6 9 105) to 2.3 9 104 MPN/100 ml
(SD ± 2.3 9 104). Treatment reduced both bacterial indi-
cators by a value of 1.6 Log10 (SD ± 0.36 for EC and
SD ± 0.58 for E).
Statistical Analysis
No significant correlations were found among the counts of
the bacterial indicators, SC, AdV DNA copies or TTV
DNA copies. On the contrary, regression analysis of the
reduction in counts (D(LogEntry - LogExit)) following
treatment evidenced significant correlations between SC
and both AdV DNA (P\ 0.01) and TTV DNA (P\ 0.05).
Regarding the comparisons between the average counts of
EC, E, SC, AdV DNA copies and TTV DNA copies of
samples resulting positive and negative for other viruses,
no significant differences were found.
Discussion
The bacterial indicator values found in the effluent were all
within the limits set by Italian regulation for discharge into
bodies of water (EC B 5000 CFU/100 ml is recom-
mended), though they are far from those for reuse in
agriculture (EC 10 CFU/100 ml in 80% of samples, or
100 CFU/100 ml as the maximum single-sample value,
with Salmonella absent). However, the presence of virus
should be considered to properly assess and control the risk
of infection from river water flowing into a water resort
area. Previous studies have shown that HAdV and NVggII
are often present in seawater close to river mouths (Card-
ucci et al. 2008b). No significant variations were found in
the results for HAdV DNA counts and their reduction
following treatment over the entire study period, thus
confirming the previously reported high resistance of this
parameter to disinfection treatments (Carter 2005). The
possible role of HAdV as an indicator of viral contami-
nation has already been proposed by several authors (Fong
and Lipp 2005; Hundesa et al. 2006), because of its high
stability under environmental stress and sewage treatment
procedures (Carter 2005; Fong and Lipp 2005). The con-
tinued presence of infective virus supports this hypothesis
and warrants conducting in-depth study of the relations
between biomolecular and culture results in order to pro-
pose HAdV QPCR as a routine monitoring test for the viral
contamination of recycled waters.
Regarding TTV, our data confirm its elimination from
faeces (Vaidya et al. 2002). However, the great variability
in DNA copy counts and their reduction rates, as well as
the virus’ unculturability, which precludes evaluation of
actual survival rates, advise against using TTV QPCR as a
water-monitoring indicator.
Concerning bacterial indicators and coliphages, no sig-
nificant correlations were evidenced between these indi-
cators and either viral presence or counts. Such findings are
in agreement with other published data (Pusch et al. 2005),
as well as the known poor representativity of these
parameters with regard to human viruses. Nevertheless,
considering the abatement rate (D(LogEntry - LogExit)),
a significant correlation was found between HAdV DNA
and SC counts, suggesting a possible role of coliphages as
process indicators for virus removal treatment efficiency.
Fig. 4 RV, NVggI and NVggII,
presence in the entry and exit
samples
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Conclusion
The results obtained clearly indicate that treated waste-
waters may still contain infectious human viruses, and that
their reuse in industry or agriculture or their discharge into
waters used for recreational purposes can therefore expose
people to a real virological hazard. The fact that the treated
wastewater analysed in the present study was not recycled
for use in agriculture excludes the risk of crop contami-
nation. However, pollution of recreational waters has been
demonstrated by a previous study (Carducci et al. 2008b).
It would therefore appear advisable to add virological
monitoring to the routine testing performed for wastewater
plant management. To this aim, the best indicator of virus
presence seems to be the amount of HAdV DNA, as
measured by QPCR. However, our incomplete under-
standing of the relations of this measure with infectivity
and the presently high cost of the test represent obstacles to
its immediate application for such purpose. On the other
hand, viral inactivation could also be assessed by the
coliphage removal rate, which is easily determined though
standardised procedures. Consequently, this parameter
should be studied further as a promising process indicator
for wastewater treatment plants.
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ORIGINAL ARTICLE
Evaluation of Adenovirus and E. coli as indicators for
human enteric viruses presence in mussels produced in La
Spezia Gulf (Italy)
L. Serracca1, M. Verani2, R. Battistini1, I. Rossini1, A. Carducci2 and C. Ercolini1
1 Marine Microbiology Laboratory of the Experimental Zooprophylactic Institute of Piemonte Liguria e Valle d’Aosta – La Spezia, Italy
2 Department of Biology, University of Pisa, Pisa, Italy
Introduction
Bivalve molluscs are vehicles of numerous hepatitis A
virus (HAV) and Norovirus (NoV) worldwide outbreaks
(Bosch et al. 2001; Le Guyader et al. 2003; Nenonen et al.
2009), including Italy (Divizia et al. 1993; Le Guyader
et al. 2006; Pontrelli et al. 2008). Moreover, European
Commission in 2006 showed a significant increase in the
alert for the detection of NoV in several foodstuffs
including mussels.
Shellfishes are filter-feeding organisms that can filter
1Æ5 l of water in 1 h at 14!C so, if they grow in faecal
contaminated waters, they can concentrate pathogenic
bacteria and viruses in their stomach and hepato-pancreas
(Romalde et al. 1994; Metcalf et al. 1995). To reduce
microbial load, mussels are usually subjected to depura-
tion before the sale. The most common treatments used
for this aim are ozonization, chemical agents as chlorine
and iodophor and physical agents as UV and filtration.
These treatments should be able to inactivate viruses,
causing capsid protein denaturation and ⁄or nucleic acid
fragmentation. However, while it is demonstrated that the
bacterial contamination is significantly reduced, a many
studies underline that the viral presence is not signifi-
cantly reduced by the same treatments (Sobsey et al.
1987; Croci et al. 1992a; Chironna et al. 2002; Kingsley
and Richards 2003). For example, De Medici et al.
(2001a) showed that a depuration system that uses both
ozone and UV light for disinfecting water may not
guarantee the absence of virus and after 120 h of depura-
tion, a residual amount of virus capable of replicating in
cells was detected.
Hygienic safety characteristics of shellfish marketing are
defined by Regulation 2073 ⁄ 2005 and consist exclusively
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Abstract
Aims: The purpose of this work was to verify whether E. coli is a good indica-
tor of viral contamination in mussels and Adenovirus could represent a better
alternative as indicator organism of viral presence to guarantee consumer
health protection.
Methods and Results: Eighty samples of mussels from La Spezia Gulf were
analysed for E. coli, Salmonella, Adenovirus, Norovirus and hepatitis A virus
with cultural and biomolecular tests. The results of bacterial parameters showed
E. coli within the law’s limits and the absence of Salmonella. Twelve samples
were positive for Adenovirus presence, one for Norovirus genogroup II and
two for hepatitis A virus. None of these positive mussels was found to be
contaminated with more than one virus at the same time.
Conclusion: This study showed that there was not a direct correlation between
the presence of human pathogenic viruses and bacterial indicators.
Significance and Impact of the Study: Both E. coli and Adenovirus cannot be
considered valid substitutes for the direct research of human pathogenic viruses
in mussels. To improve consumer health protection, the European Commission
will provide standardized methods for Norovirus and hepatitis A virus
detection as soon as possible.
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in the assessment of microbiological parameters such as
E. coli and Salmonella. In particular, E. coli was taken as
an indicator of viral contamination, waiting for standard-
ized methods for the detection of viruses.
It was demonstrated, however, that this micro-organ-
ism cannot be considered a good indicator of viral
contamination (Romalde et al. 2002); this is probably
because viruses are more resistant than bacteria, and
therefore they survive better in the marine environment,
and they are more resilient to inactivation or removal
during depuration or relaying (Lees 2000).
These occurrences induce then researchers to search
micro-organisms to be used for this purpose. Bacterio-
phages have been proposed by many authors (Lucena
et al. 1994; Muniain-Mujika et al. 2000; Muniain-Mujika
et al. 2003), but they are relatively ineffective as an indi-
cator of the presence of viruses (Gerba et al. 1979; Jofre
1992; Croci et al. 2000). The presence of HAV and enteric
viruses in mussels and in seawater has been associated
with the presence of Adenovirus, suggesting a possible
role of this virus as indicator of human viral contamina-
tion, thanks to its stability in the environment and its
human origin (Pina et al. 1998; Muniain-Mujika et al.
2000, 2003).
In this study, the mussels produced in La Spezia gulf
were monitored for classical bacterial parameters (E. coli
and Salmonella) and for the presence of HAV, NoV and
human Adenovirus (HAdV) by biomolecular tests
(RT-PCR, PCR), to evaluate whether E. coli is a good
indicator of viral contamination as well as Adenovirus
could represent a valid substitute for this parameter.
Materials and methods
Samples
Eighty samples of mussels (Mytilus galloprovincialis) were
collected, every 15 days for 1 year, from different sites of
the harvesting area in La Spezia Gulf. This area is classi-
fied by European Union Regulation Directive
91 ⁄ 492 ⁄CEE as type B. From the total samples, 26 were
subjected to depuration treatment, consisting of main-
taining mussels in ozone treated water for 24 h and 54
were directly harvested from the shellfish farm without
depuration treatment. Samples were shipped to laboratory
in refrigerated condition and analysed for the presence of
E.coli, Salmonella, HAV, NoV and HAdV.
Virus extraction and concentration
Twenty-five grams of homogenized mussel’s digestive tis-
sues were diluted (1 : 1 w ⁄ v) in glycine buffer
0Æ05 mol l)1 pH 9Æ2 (Panreac Quimica SA, Castellar del
Valle`s, Spain) and incubated at 4!C for 30 min (De Med-
ici et al. 2001b). Each sample was centrifuged at 10 000 g
for 20 min, then polyethylene glycol (PEG 8000; Fluka,
Sigma Aldrich, Germany) was directly added to the
supernatant in a ratio 1 : 3 (v ⁄ v), and it was incubated
overnight at 4!C. The mixture was centrifuged at
10 000 g for 1 h, and the pellet was re-suspended in ster-
ile ultrapure water (UP), then subjected to a centrifuga-
tion at 10 000 g for 20 min and to another cycle of
overnight incubation with PEG8000 followed by centrifu-
gation as described earlier. Finally, the supernatant was
recovered and ready to be processed for the viral RNA
and DNA extraction.
Viral nucleic acids extraction
Viral nucleic acids were extracted from supernatant using
commercial kits: 150 ll of supernatant were extracted for
RNA detection using ‘Virus Nucleospin RNA kit’ (Mache-
rey-Nagel) while 200 ll were extracted for DNA using
‘QIAmp DNA kit’ (Qiagen) according to the protocol
supplied. Both kits are based on the selective binding of
nucleic acids to silica membranes and subsequent elution.
Nucleic acids were stored at )80!C until use.
Reverse transcription and PCR
The extracted nucleic acids and their tenfold dilution
were tested with biomolecular tests (RT-heminested PCR,
RT-booster PCR and nested PCR); these dilutions were
made to reduce amplification inhibition because of the
potential presence of inhibitory substances that may
interfere with RT-PCR, PCR.
Reverse transcription for RNA viruses was performed
by adding 3 ll of extracted RNA to 20 ll of mixture
containing AMV (Avian Myeloblastosis Virus) reverse
transcriptase (Fermentas) at 50 U, buffer (Promega) 1·,
5 mmol l)1 MgCl2 (Roche), 0Æ4 mmol l
)1 dNTP (Roche),
2Æ5 lmol l)1 random primers (Promega) and 20 U RNase
inhibitor (Fermentas). Samples were incubated at 42!C
for 1 h in a 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems).
The cDNA obtained was used to carry out an heminested
PCR according to De Medici et al. (2001b) using primers
targeting the VP1-VP3 capsid region of HAV (Le Guyader
et al. 1994). Norovirus amplification was performed by a
RT-booster PCR using primers (JV12I, JV13Y) targeted to
the RNA-dependent RNA polymerase gene as previously
described by Vinije´ and Koopmans (1996), followed by
specific RT-heminested PCR for the genogroup identifica-
tion targeting the RdRp gene region (Vennema et al.
2002). HAdV detection was carried out by the application
of a nested PCR with primers contain a region codifying
viral capsid protein components (Puig et al. 1994; Allard
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et al. 2001). In this case, DNA extracts and their tenfold
dilution (10 ll) were directly added to the PCR mixture
(40 ll) according to the instruction of the Taq polymer-
ase manufacturer (Promega). All primers have already
been published and used in different studies (Table 1),
and all PCR amplifications took place in a 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems). Negative and positive
controls (HAV HM175 ⁄ 18f strain; NoV 548 strain;
HAdV strain type 2NCPV #00213) were included in each
amplification series.
Detection of amplified products
Amplified products (10 ll) added to 2 ll of loading buf-
fer 5· (Bio-Rad) were analysed by electrophoresis method
on a 2% agarose gel (Cambrex Bioscience) at 120 V for
35 min (Bio-rad PowerPac basic). Ethidium bromide
(Applichem), 0Æ5 lg ml)1, was added to the gel for the
PCR products visualization at the trans-lighting (Gel Doc
Bio-Rad).
Integrated cell cultures RT-PCR procedure for detection
of infectious HAV
HAV-positive samples to RT-heminested PCR were tested
by an integrated cell culture RT-PCR procedure, to assess
if the detected viral RNA belonged to infectious viruses
capable of reproducing in cell cultures (De Medici et al.
2001b). Positive samples were seeded onto monolayer of
FrP3 cells derived from FRhK4 (Foetal Rhesus monkey
Kidney) cells. The flasks were inoculated with 1 ml of the
sample, prediluted 1 : 3–1 : 5 according to the density. At
the same time, as negative control, a flask added with
minimum essential medium (MEM) (Imperial, Andover
UK) with 3% foetal calf serum (FCS) (Imperial) and
sterile antibiotic solution (Penicillin ⁄ Streptomycin ⁄
Amphotericin B solution 100·, Calbiochem EMD chemi-
cals Inc.) was prepared. Flasks were incubated at 37!C for
2 h with 5% CO2. Then, each flask was added with 9 ml
of MEM medium with 3% FCS and sterile antibiotic
solution. The flasks were re-incubated for 1–2 days. Once
the medium was removed, the flasks were rinsed with
phosphate-buffered saline (PBS) (Sigma-Aldrich) and
sterile antibiotic solution. Ten micro litre of MEM was
added to each flask with 3% FCS and sterile antibiotic
solution; the flasks were re-incubated for 15 days. Thus,
the monolayer was freezing at )20!C and thawing at
room temperature for three times, cellular suspension was
subjected to centrifugation at 1000 g for 10 min, and then
the supernatant was divided in 3 aliquots: one for
RT-PCR, one for cell cultures and one as a stock. The
HAV grown on cell cultures was repeated three times and
confirmed at each step by RT-PCR.
Bacteriological analysis
The Salmonella detection was carried out according to
ISO 6579:2002 and ISO 6579 COR1:2004 (ISO 6579:2002/
COR1:2004. Microbiology of food and animal feeding
shuffs—Horizontal method for detection of Salmonella
spp.).
The enumeration of E. coli positive to b-glucuronidase
was performed by the most probable number (MPN)
methods (ISO TS 16649-3 2005).
Results
Microbiological monitoring results are reported in
Table 2. Bacteriological data showed that none of the
analysed samples were positive for Salmonella and E. coli
values were always below the limits established by law.
However, two samples (2Æ5%) resulted positive for HAV
RNA, one (1Æ25%) for Norovirus RNA and 12 (15%) for
HAdV DNA. A lack of correlation between HAdV and
Table 1 Primers used for the detection of virus in mussels
Virus type Position Amplification reaction Primer Sequence Product size (bp)
HAV 2389–2413
2167–2192
2358–2377
Heminested AV1
AV2
AV3
5¢-GGAAATGTCTCAGGTACTTTCTTTG-3¢
5¢-GTTTGCTCCTCTTTATCATGCTATG-3¢
5¢-TCCTCAATTGTTGTGATAGC-3¢
247
210
Norovirus 4279–4299
4878–4858
Booster JV12Y
JV12I
5¢ATACCACTATGATGCAGAYTA-3¢
5¢-TCATCATCACCATAGAAIGAG-3¢
326
Norovirus GI 4878–4858
4691–4707
Heminested JV12I
G1
5¢-TCATCATCACCATAGAAIGAG-3¢
5¢-TCNGAAATGGATGTTGG-3¢
228
Norovirus GII 4279–4299
4515–4495
Heminested JV12Y
Ni-R
5¢ATACCACTATGATGCAGAYTA-3¢
5¢-AGCCAGTGGGCGATGGAATTC-3¢
277
Adenovirus (21–322) Nested Hex1deg
Hex2deg
Hex3deg
Hex4deg
5¢-GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC-3¢
5¢-CAGCACSCCICGRATGTCAAA-3¢
5¢-GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC-3¢
5¢CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA-3¢
301
171
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the other viruses was observed infact samples positive for
HAdV were negative for NoV and HAV. Among all posi-
tive samples, 4 belong to the mussels subjected to the
depuration treatment with ozone, while the other 11
belong to not depurated ones.
Samples found to be positive for the presence of viral
HAV RNA were subjected to the integrated procedure on
cell culture FrP3 and gave negative result. Norovirus-posi-
tive sample was identified, by the specific PCR, as belong-
ing to genogroup II.
Discussion
The detection of E. coli within law standards together
with the presence of HAV and NoV in the same samples
confirms, in accordance with many other studies, that
E. coli is not correlated to the presence of pathogenic
viruses and supports the inclusion of a viral parameter in
the control of microbiological quality of shellfish.
Unlike other studies where prevalence of HAdV was
generally associated with the presence of other enteric
viruses (Pina et al. 1998; Muniain-Mujika et al. 2000;
Formiga-Cruz et al. 2002), in our work, HAdV was never
detected in samples positive for NoV or HAV. So the
obtained results do not support the hypothesis that
human Adenoviruses could be used as a valid indicators
of viral pollution in the studied site.
Detection of viral pathogens epidemiologically linked
to shellfish-associated viral diseases is of primary impor-
tance to assess the potential hazard for public health.
PCR-based methods are the ones with the greater applica-
tions because of its sensitivity, as low concentration of
viruses is expected in mussels (Ha¨fliger et al. 1997; Muni-
ain-Mujika et al. 2000).
Different studies have demonstrated the successful
application of PCR to the detection of the viruses in
shellfish artificially contaminated in the laboratory and in
naturally polluted shellfish (Le Guyader et al. 2000;
Chironna et al. 2002; Carducci et al. 2004).
However, virus concentration from shellfish could
affect the overall test sensitivity as a result of the poten-
tial virus loss; moreover, substances with an inhibitor
effect on the Taq DNA polymerase activity could not be
effectively removed. To eliminate this possible inhibitors,
tenfold dilution of every nucleic acids extraction was
tested and gave positive results, indeed for HAdV 12
samples negative to PCR on nondiluted nucleic acids
turned positive when tested for dilution.
Moreover, it has been pointed out that the use of RT-
PCR does not differentiate between infectious and nonin-
fectious viruses because amplified nucleic acid could orig-
inate either from viable virus or from damaged
noninfectious virus and require additional confirmation
(Lees 2000; Koopmans and Duizer 2004).
To investigate the presence of possible infective viruses
in mussels, positive samples to HAV RNA were subjected
to integrated cell culture RT-PCR assay; both analysed
samples resulted not infectious. These results may be
explained either by the presence of noncultivable strains
or by the presence in the samples of viral genome but no
infectious viral particles confirming, in accordance to
other studies, that HAV RNA in mussels is more resistant
than the infectious virus (De Medici et al. 2001a); HAV
genome was detectable by RT-PCR for 232 days in artifi-
cial seawater while in cell culture for only 35 days (Arnal
et al. 1998). Furthermore, the presence of HAV genome
in one sample after 24 h of depuration confirms the study
of Croci et al. 1992b in which HAV was detected in
mussels after 72 h of depuration with ozone.
The presence of viral RNA in our samples, especially in
purified ones, indicates a potential health risk for
consumer and put into evidence that mussels grow in
contaminated water and depuration as currently practised
is not effective in removing viral contamination; hence,
the need of appropriate controls for viral contamination
of shellfish and the importance of depuration.
To prevent shellfish-associated viral diseases, it is neces-
sary to develop methods for the detection of viruses and
on the other side, to detect a micro-organism that
behaves as a good indicator of viral contamination. At
the same time, it is also important to advice consumers
about the risks linked to the consumption of bivalve
molluscs; in Italy, the surveillance system of the food-
borne viruses is still under definition. Planning and
Table 2 Microbiological parameters in mussels
Type of sample
Number of
samples
Escherichia coli
(MPN 100 g)1)
Salmonella
spp (25 g)
PCR results
HAdV HAV NoV GI NoV GII
N.D* 1 : 10 N.D* 1 : 10 N.D* 1 : 10 N.D* 1 : 10
Depurated mussels 26 <230 (26 ⁄ 26) Absent 0 ⁄ 26 3 ⁄ 26 1 ⁄ 26 0 ⁄ 26 0 ⁄ 26 0 ⁄ 26 0 ⁄ 26 0 ⁄ 26
Nondepurated mussels 54 <230 (54 ⁄ 54) Absent 0 ⁄ 54 9 ⁄ 54 1 ⁄ 54 0 ⁄ 54 0 ⁄ 54 0 ⁄ 54 1 ⁄ 54 0 ⁄ 54
*Nondiluted nucleic acids extract.
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carrying out controls on mussels directly collected from
the harvesting areas could be a strategy for prevention
and control of the viral presence and spread.
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